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complétée par une phase plus  ciblée et  tardive, appelée  immunité adaptative.  L’immunité 
innée  est  dite  non‐spécifique  car  réactive  à  divers  agents  étrangers,  contrairement  à 
l’immunité  adaptative  qui,  elle,  est  spécifique  de  micro‐organismes  ou  molécules 
pathogènes. 
L’immunité  innée  fait  intervenir  différentes  barrières  physiques  (la  peau  et  les 
muqueuses), physiologiques (la température et le pH), cellulaires (monocytes, neutrophiles, 
macrophages…)  et  inflammatoires.  L’immunité  adaptative,  quant  à  elle,  est  capable  de 
reconnaître  des  antigènes  d’un  pathogène  donné  et  de  l’éliminer  sélectivement.  Elle  est 
donc  d’une  grande  diversité  et  permet,  après  reconnaissance  et  réponse  contre  ce 
pathogène, de créer une mémoire immunitaire qui permettra, ensuite, la mise en place plus 
rapide  de  l’immunité  adaptative.  Cette  réponse  spécifique  est  possible  grâce  à  deux 
populations cellulaires : les lymphocytes B et les lymphocytes T. 
A  l’interface entre  l’immunité  innée et  l’immunité adaptative se situent des cellules 
particulières  répondant  très  rapidement  aux  agents  pathogènes,  ce  sont  les  cellules  iNKT 
(invariant  Natural  Killer  T),  les  cellules  Tγδ,  les  cellules  « innate‐like »,  les  LTi  (Lymphoid‐
tissue  inducer)  et  les  lymphocytes  nTh17  (Th17  naturels)  récemment  décrits.  Toutes  sont 
capables de produire l’interleukine (IL)‐17, qui est une cytokine impliquée dans les défenses 
contre  les  pathogènes  extracellulaires  et  fongiques, mais  également  dans  de  nombreuses 
maladies auto‐immunes.  








Dans  l’introduction  de  ce  manuscrit,  je  présenterai  tout  d’abord  les  lymphocytes 
iNKT,  divisés  en  deux  sous‐populations,  leur  développement  complexe  et  leurs  propriétés 
fonctionnelles  diverses.  Je  définirai  ensuite  l'interleukine  17  et  l’interleukine  22  ainsi  que 































L’identification  des  lymphocytes  iNKT  a  débuté  en  1986  grâce  aux  travaux  de 
plusieurs équipes. Les premiers ont identifié, à partir d’hybridome de cellules T suppressives, 
une  population  cellulaire  T  exprimant  un  TCR  Vα14‐Jα18  (Imai  et  al.  1986 ;  Koseki  et  al. 
1989).  Les  seconds  ont  identifié  une  population  double  négative,  c’est‐à‐dire  CD4neg  et 
CD8neg,  exprimant un TCRαβ  préférentiellement  réarrangé avec  la  chaîne Vβ8  (Budd et  al. 
1987 ;  Fowlkes et  al.  1987).  Enfin en 1994, A. Bendelac et O.  Lantz ont démontré que  ces 
deux  populations  nouvellement  identifiées  étaient  identiques  et  les  ont  nommées  NKT 
(Lantz et Bendelac 1994), pour Natural Killer T, car ce sont des lymphocytes T exprimant un 
marqueur  caractéristique  des  cellules  NK,  la  molécule  membranaire  NK1.1  (CD161  chez 
l’Homme). 
Les lymphocytes NKT ont été divisés, à l’origine, en trois sous‐populations: les cellules 
NKT  invariantes  (iNKT) ou de  type  I, portant un TCR  semi‐invariant et dépendant du CD1d 
(voir ci‐après), les cellules NKT de type II (TCR variable et CD1d‐dépendant), dits NKT variants 




























Les  cellules  iNKT  représentent  la  population  de  NKT  la  mieux  définie  à  ce  jour 
(Taniguchi  et  al.  2000  et  2003 ;  Bendelac  et  al.  2007),  toutefois  des  études  sur  les  souris 
déficientes en iNKT (Jα18‐/‐) et les souris déficientes en iNKT et vNKT (CD1d‐/‐) ont permis 
de  montrer  que  ces  deux  populations  cellulaires  ont  des  rôles  distincts  dans  différents 
modèles  physiopathologiques murins  (Godfrey  et  al.  2004 ;  Oh  et  al.  2008 ;  Terabe  et  al. 
2008). Les lymphocytes iNKT sont des lymphocytes T immunorégulateurs caractérisés par un 
TCR  constitué d’une  chaîne  alpha  invariante  (Vα14‐Jα18  chez  la  souris  et Vα24‐Jα18  chez 
l’Homme), associée à une chaîne Vβ (Vβ8.2 ou 8.1, Vβ2 ou Vβ7 chez la souris et Vβ11 chez 
l’Homme).  Ce  TCR  semi‐invariant  reflète  le  résultat  d’une  sélection  positive  thymique 
effectuée  par  des  antigènes  glycolipidiques  présentés  par  le  CD1d,  molécule  non 
polymorphique analogue des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 
classe I. Le CD1d est présent à la surface de différentes cellules comme les lymphocytes T et 
B,  les  thymocytes,  les  cellules  dendritiques,  les macrophages  et  les  hépatocytes.  Il  a  pour 
particularité  de  reconnaître  spécifiquement  des  antigènes  glycolipidiques  comme  l’α‐





analysables  grâce  à  la  conception  et  à  l’utilisation  d’un  tétramère,  associé  à  un 
fluorochrome,  spécifique  de  ces  cellules  (Naidenko  et  al.  1999 ; Matsuda  et  al.  2000).  Ce 
tétramère est un complexe de quatre molécules de CD1d et chargées avec de l’α‐GalCer, ou 
son analogue le PBS57,  le tout associé grâce à  la biotine et  la streptavidine.  Il constitue un 
outil  indispensable  pour  la  distinction  entre  les  lymphocytes  T  conventionnels  et  les 
lymphocytes iNKT. 
En plus de  leur TCR semi‐invariant,  les  lymphocytes  iNKT sont caractérisés par  l’expression 
de  marqueurs  normalement  associés  aux  cellules  Natural  Killer  (NK)  comme  NK1.1 
(seulement chez  la souche C57Bl/6), CD122 (IL‐2Rβ,  spécifique de  l’IL‐15), NKG2D, Ly49 ou 
encore DX5  (CD49b ou  intégrine α2)  (Bendelac et al. 2007). De plus,  les cellules  iNKT sont 
considérées  comme des  cellules  activées ou mémoires  car  elles  portent,  dans  leur  grande 
majorité, des marqueurs associés aux lymphocytes T activés, CD44hi et CD69+. Chez la souris, 
les  lymphocytes  iNKT  peuvent  exprimer  ou  non  le  co‐récepteur  CD4,  mais  pas  le  co‐
récepteur  CD8,  ils  sont  donc  CD4+  ou  DN  (Bendelac  et  al.  2007).  D’autre  part,  les 
lymphocytes  iNKT  sont  définis  comme  des  cellules  de  l’immunité  innée  de  par  leurs 




plusieurs  jours pour  les  lymphocytes  T  conventionnels).  Enfin,  cette  réponse effectrice est 
très puissante et implique la sécrétion massive de cytokines immunorégulatrices (IL‐4 et IFN‐
γ ou IL‐17 notamment) capables d’activer à leur tour les cellules dendritiques, les cellules NK 




Le  TCR  semi‐invariant  des  cellules  iNKT  est  capable  de  reconnaître  des  antigènes 







iNKT,  et  est  très  répandu  de  par  ses  activités  immunomodulatrices  et  ses  propriétés 
thérapeutiques  (van Kaer. 2005). Depuis, d’autres  ligands également capables d’activer  les 
cellules  iNKT  dans  le  contexte  CD1d,  ont  été  identifiés,  notamment  divers  analogues 
synthétiques  de  l’α‐GalCer  ayant  des  affinités  plus  ou moins  importantes  pour  le  TCR des 
cellules  iNKT,  comme  l’OCH  (Miyamoto  et  al.  2001),  avec  un  biais  de  réponse  Th2,  le  β‐
GalCer,  l’α‐Glc‐Cer,  l’α‐C‐GalCer,  avec  un  biais  de  réponse  Th1  (Schmieg  et  al.  2003)  ou 
encore  le  PBS‐57,  comparable  à  l’ α‐GalCer  (Liu  et  al  2006).  Des  lipides  naturels  d’origine 
microbienne  ayant  de  fortes  analogies  structurelles  avec  l’α‐GalCer  ont  également  été 
découverts,  notamment  chez  les  bactéries  de  la  famille  de  Sphingomonas  sp  comme  le 
GalGSL (Galacturonic glycosphingolipid) et ses analogues (Kinjo et al. 2005). De plus, il a été 
rapporté  que  les  cellules  iNKT  humaines  et  murines  peuvent  reconnaître  le  DAG 
(Diacylglycérol)  issu  de  Borrellia.  burgdorferi,  l’agent  responsable  de  la  maladie  de  Lyme 
(Kinjo et al. 2006). 
Le  développement  des  lymphocytes  iNKT  étant  dépendant  de  la  présence  de  ligands 
endogènes, l’identification de ces molécules, ou tout du moins de leur nature, est devenue 
une priorité pour bon nombre de chercheurs. En 2004, l’identification du glycosphingolipide 
iGb3  (Isoglobotrihexosylcéramide),  formé  au  niveau  du  lysosome,  et  capable  d’activer  les 
lymphocytes iNKT murins et humains, a constitué une avancée importante (Zhou et al. 2004) 
















parallèle,  l’équipe  de  MB.  Brenner  a  également  décrit  que  le  lipide  endogène  β‐D‐
glucopyranosylcéramide  (β‐GlcCer)  est  capable  d’activer  aussi  bien  les  lymphocytes  iNKT 
murins  que  les  lymphocytes  iNKT  humains  et  suggère  que  sa  reconnaissance  par  le  TCR 




Figure  1 :  Structure  de  quelques  glycolipides  reconnus  par  les  lymphocytes  iNKT.                                
a. Structure de l’α‐GalactosylCéramide (α−GalCer), premier  ligand synthétique des cellules  iNKT. b. 
Structure  de  l’isoglobotrihexosylcéramide  (iGb3),  premier  ligand  endogène  décrit.  c.  Structure  de 





les  lymphocytes  iNKT  dans  le  modèle  murin,  les  lymphocytes  iNKT  conventionnels  et  les 







Par  la  suite,  nous  avons  pu  mettre  en  évidence  que  cette  sous‐population  exprime 
spécifiquement  le facteur de transcription RORγt, nécessaire à  la production d’IL‐17 et que 
son  développement  diffère  des  cellules  iNKT  productrices  d’IL‐4  et  d’IFN‐γ  dès  le  stade 
précoce  double  positif  CD4+  CD8+  (DP)  (Michel  et  al.  2008).  Cependant,  chez  l’Homme,  L. 
Moreira‐Teixeira  a  décrit  que  les  lymphocytes  iNKT  CD161+  (homologue  du NK1.1  chez  la 
souris), indépendamment du marqueur CD4, stimulés dans un environnement riche en TGF‐
β,  IL‐1β  et  IL‐23,  se  différencient  en  cellules  productrices  d’IL‐17  (Moreira‐Teixeira  et  al. 
2011), également capables de produire de l’IL‐22 sous l’influence du récepteur AHR.  
Tout  récemment,  l’équipe  de  DI.  Godfrey  a  mis  en  évidence,  à  partir  des  souris  Jα18‐/‐ 
déficientes  en  lymphocytes  iNKT de  type  I,  une  autre  population de  cellules  T  réactive  au 
tétramère CD1d‐α‐GalCer (Uldrich et al. 2011). Cette population exprime également un TCR 
semi‐invariant,  cependant  il  est  composé  des  chaînes  Vα10  et  Jα50  majoritairement 
recombinées  avec  les  chaînes  Vβ8,  et  répondant  préférentiellement  à  l’α‐Glc‐Cer  (α‐
Glucosylcéramide)  et  aux  antigènes  glycolipidiques  contenant  de  l’acide  α‐glucuronique 
issus  de  bactéries.  Fonctionnellement,  cette  population  possèdent  les  mêmes 





le développement des  lymphocytes T et des  cellules  iNKT diverge  très précocement,  il  est 
maintenant admis et  confirmé que  le développement des  cellules  iNKT  suit un modèle dit 
« instructif », dans lequel il existe un précurseur commun aux lymphocytes T conventionnels 
et aux cellules  iNKT  (Gapin, Matsuda et al. 2001; Benlagha, Wei et al. 2005)  (Figure 2).  Le 
modèle pré‐engagé  impliquait une différenciation des  cellules NKT à partir de précurseurs 
exprimant déjà  le marqueur NK1.1,  et  avant  le  réarrangement du TCR.  Toutefois,  d’autres 











Figure  2 :  Représentation  des  modèles  de  développement  des  lymphocytes  iNKT.                                






Les  lymphocytes  iNKT  sont  une  population  de  cellules  T  thymo‐dépendantes,  mais  ils 
montrent des caractéristiques développementales et fonctionnelles différentes de celles des 












et  non par  des  cellules  épithéliales  thymiques  comme  c’est  le  cas  pour  les  lymphocytes  T 
conventionnels  (Bendelac  et  al.  1995 ;  Coles  et  al.  2000).  Le  ligand  endogène  iGb3  a  été 
proposé comme étant responsable de cette étape de sélection mais une étude a montré que 






TCR  Vα14‐Jα18/Vβ8,  Vβ7  ou  Vβ2  suggérant  l’existence  d’un  éventuel  mécanisme  de 






sélection  positive  puis  une  sélection  négative.  Cette  étape  correspond  à  une  délétion  des 
lymphocytes T réagissant trop fortement avec le CMH du soi ou avec le CMH du soi associé à 
un peptide du soi, soit une délétion des lymphocytes T auto‐réactifs. Cependant les cellules 
iNKT  sont,  par  définition,  des  cellules  auto‐réactives  sensibles  aux  antigènes  endogènes 
présentés  par  le  CD1d  dans  le  thymus.  Le  terme  de  sélection  négative  est  donc  ici  plus 
difficile à concevoir. Toutefois, deux études supportent cette idée de sélection négative. En 








l’antigène  (Chun  et  al.  2003). Les  lymphocytes  iNKT  semblent  donc  subir,  lors  de  leur 
développement,  une  sélection  négative  lorsqu’elles  sont  engagées  avec  des  antigènes  de 
forte avidité ou lorsque les antigènes du soi sont surreprésentés. Plus récemment, l’équipe 
de  Baxter  a  développé  d’autres  arguments  impliquant  les  récepteurs  SLAM,  engagés  lors 
d’une  reconnaissance TCR/CD1d, et en  faveur de  l’existence d’une  sélection négative chez 
les  lymphocytes  iNKT.  A  partir  de  la  souche  non  obèse  diabétique  (NOD),  déficientes 
numériquement  et  fonctionnellement  en  lymphocytes  iNKT,  ils  ont  créé  des  souris 
transgéniques  pour  les  récepteurs  SLAM,  dont  l’expression  par  les  thymocytes  DP  est 
multipliée  par  2  ou  par  7  selon  la  construction.  De  manière  très  intéressante,  les  souris 
exprimant 2 fois plus de récepteurs SLAM ont montré un doublement du nombre de cellules 
iNKT,  confirmant  le  rôle  des  récepteurs  SLAM  dans  la  sélection  positive  des  lymphocytes 
iNKT. A l’inverse, les souris exprimant 7 fois plus de récepteurs SLAM n’ont montré aucune 
augmentation  du  nombre  de  cellules  iNKT,  suggérant  un  contrôle  strict  du  nombre  de 








iNKT  nouvellement  sélectionnés,  vont  perdre  l’expression  du  CD8,  ce  qui  est  valable 
uniquement  chez  la  souris,  puisque  les  cellules  iNKT  humaines  peuvent  être  CD8pos.  A 
l’inverse,  les  cellules  précurseurs  acquièrent  progressivement  des  marqueurs  d’activation 
et/ou de maturation CD44 et CD69 (Benlagha et al. 2005), les cellules sont activées mais ne 
prolifèrent pas encore. Le passage au stade 1 est caractérisé par la perte du marqueur CD24 






un  stimulus  spécifique,  comme  l’αGalCer,  et  peuvent  produire  rapidement  des  quantités 
importantes d’IL‐4, mais pas d’IFN‐γ.  
Les  lymphocytes  iNKT  évoluent  rapidement  vers  le  stade  2  durant  lequel  les  lymphocytes 





ce stade car  les cultures  in vitro montrent qu’elles sont  incapables d’acquérir ce marqueur 
mais qu’elles sont fonctionnelles car capables de produire de l’IL‐17 (Michel et al. 2008).  
Au  stade  terminal  de  maturation  (stade  3),  les  cellules  iNKT  acquièrent  l’expression  du 
NK1.1, mais aussi d’autres marqueurs des cellules NK, comme Ly49 ou NKG2A (Benlagha et 
al. 2002 ; Pellicci et al. 2002). Elles sont alors capables de produire massivement de l’IFN‐γ, 
dont  l’ARN  messager  est  spontanément  transcrit.  A  ce  stade,  les  cellules  iNKT  matures 
expriment  de  nombreux  récepteurs  membranaires,  dont  des  récepteurs  de  chimiokines 
comme  CXCR3,  CXCR6  et  CCR5,  ainsi  que  la  chaîne  β  du  récepteur  de  l’IL‐15  et  de  l’IL‐2 
(CD122).  L’expression  de  ce  récepteur  est  indispensable  pour  la  survie  prolongée  des 
lymphocytes  iNKT,  sensibles  à  l’action  de  l’IL‐15.  En  parallèle  de  l’expression  de  ces 













Figure 3 :  Représentation  simplifiée du développement  thymique des  lymphocytes  iNKT. 
Après la mise en place du TCR semi‐invariant reconnaissant un lipide endogène présenté à la surface 
de  thymocytes DP par  le CD1d,  les  cellules précurseurs  iNKT sont  sélectionnées, acquièrent  le CD4 







Les  différentes  étapes  de  développement  intra‐thymique  décrites  ci‐dessus  sont  très 
finement régulées par de nombreux  facteurs,  incluant divers  facteurs de transcription, des 
cytokines ou encore des molécules  pro‐  ou  anti‐apoptotiques.  Ces  systèmes de  régulation 
interviennent  essentiellement  au  moment  de  la  sélection  positive  et  au  cours  de  la 







Le  tout premier point de contrôle du développement des  lymphocytes  iNKT consiste en  la 
survie  des  thymocytes  DP,  qui  doit  être  suffisamment  longue  pour  permettre  tous  les 
réarrangements nécessaires du TCR Vα14‐Jα18. Ainsi l’un des premiers facteurs influençant 
le  développement  de  ces  cellules  est  le  facteur  de  transcription  « retinoic  acid‐related 
orphan receptor » (ROR)γt. En effet, il a été décrit, en 2005, que ce facteur prolonge la survie 
des  thymocytes  DP,  car  il  permet  une  régulation  positive  de  la  transcription  et  de 
l’expression  de  Bcl‐xL,  une molécule  anti‐apoptotique  de  la  famille  de  Bcl‐2  (Egawa  et  al. 
2005) (Figure 6).  
En  parallèle  du  facteur  de  transcription  RORγt,  c‐Myb,  une  molécule  activatrice 
transcriptionnelle, joue un rôle central dans l’entrée des thymocytes DP dans le lignage iNKT 
notamment par le contrôle du réarrangement de la chaîne α du TCR. En effet, il contrôle la 
demi‐vie  des  cellules  DP  et  l’expression  de  SLAMf1,  SLAMf6  et  SAP  (Hu  et  al.  2010), 
récepteurs  impliqués  dans  la  sélection  positive  des  lymphocytes  iNKT.  C‐Myb  est  donc  un 
facteur central du développement des cellules iNKT. Il agit par régulation positive, sur le TCR, 
le CD1d et l’expression de SAP, trois molécules indispensables à la génération de ces cellules.  
De manière  intéressante  la déficience en c‐Myb entraîne une altération de  l’expression de 
Bcl‐xL,  mais  ne  semble  jouer  aucun  rôle  sur  le  facteur  de  transcription  RORγt,  lui‐même 
régulateur  de  Bcl‐xL.  Cela  suggère  que  l’expression  de  la  molécule  Bcl‐xL  est 
indépendamment contrôlée par c‐Myb et par RORγt (Figure 6). 
En  aval  de  l’expression  de  RORγt,  l’expression  du  facteur  Runx1  semble  jouer  un  rôle 












En  2005,  les  équipes  de  S.  Latour  et  PL.  Stein  ont  découvert  que  le  syndrome 
lymphoprolifératif  lié  à  l’X  (XLP)  associé  à  une  déficience  ou  une mutation  de  la  protéine 
adaptatrice SAP, est corrélé avec une déficience totale en lymphocytes iNKT, aussi bien chez 
l’Homme  que  chez  la  souris  (Pasquier  et  al.  2005 ;  Nichols  et  al.  2005).  De  manière 
intéressante,  les  patients  atteints  de  XLP  ont  un  défaut  de  réponse  immunitaire  contre 
l’infection  par  EBV  (Eppstein‐Barr  Virus),  virus  de  la  famille  des Herpès,  responsable  de  la 
mononucléose  infectieuse notamment,  ce qui  suggère un  rôle primordial des  lymphocytes 
iNKT dans la réponse anti‐virale contre l’EBV (Gaspar et al. 2002).  
Le  réarrangement du TCR  semi‐invariant  implique un premier  contact avec un antigène et 
une première « activation » des cellules iNKT. Cette étape inclut également une signalisation 
par la voie des molécules SLAM (pour «  signalling lymphocytic activation molecule ») et des 
protéines  adaptatrices  de  la  famille  SAP  (pour  « SLAM‐associated  Protein »),  comprenant 
SAP, EAT‐2 et ERT (Figure 4). Les molécules SAP sont composées de seulement un domaine 
SH2  (Src  homology  2)  et  d’une  courte  queue  C‐terminale,  et  sont  exprimées  par  les 
lymphocytes T et iNKT, les cellules NK, certains lymphocytes B pour SAP, par les cellules NK, 
les  cellules  dendritiques  et  les macrophages  pour  EAT‐2  et  seulement  par  les  cellules  NK 
pour  ERT.  Cette  voie  de  signalisation  correspond  au  tout  premier  point  de  contrôle  du 
développement des lymphocytes iNKT. La famille des molécules SLAM est composée de six 
protéines distinctes,  incluant SLAM, CD229, (Ly9 chez l’Homme), CD244 (2B4), CD84, Ly108 
(NTB‐A)  et  CRACC  (« CD2‐like  receptor  activating  cytotoxic  cells »).  Ces  récepteurs  sont 
exprimés  à  la  surface  d’une  grande  variété  de  cellules  hématopoïétiques,  et  ont  diverses 
fonctions, incluant des rôles de régulateurs de co‐stimulation, de production de cytokine par 
les  cellules  T,  ou  le  développement  des  lymphocytes  T  innés  (SLAM,  correspondant  à 
SLAMf1, et Ly108, aussi appelée SLAMf6) (Veillette et al. 2007). Les seuls membres de cette 
famille semblant jouer un rôle dans le développement des lymphocytes iNKT sont SLAM et 
Ly108  (Griewank  et  al.  2007).  En  effet,  ce  sont  les  deux molécules  SLAM majoritairement 
représentées  chez  les  thymocytes  DP.  De  plus,  chez  les  souris  NOD,  ayant  la  particularité 






et  al.  2007 ;  Baxter  et  al.  1997 ;  Hammond  et  al.  1998),  suggérant  que  la  déficience  en 
cellules  iNKT  serait  due  à  une  faible  représentation  de  SLAM  sur  ce  fond  génétique.  De 
manière  intéressante,  les  fonctions de SLAMf1 et  SLAMf6  sont  redondantes,  car  les  souris 
déficientes  pour  l’une ou  l’autre de  ces  protéines montrent  un phénotype partiel, mais  la 
combinaison des deux déficiences  induit une diminution nette du nombre de  lymphocytes 
iNKT (Griewank et al. 2007). L’explication de  la nécessité de sélection des cellules  iNKT par 



















protéines  SAP  et  de  Fyn,  kinase  de  la  famille  Src,  toutes  les  deux  essentielles  pour  la 
sélection du  lignage cellulaire  iNKT. En effet,  les  souris déficientes pour Fyn montrent une 
réduction  sévère  du  nombre  de  lymphocytes  NKT  dépendant  du  CD1d,  alors  que  la 
déficience en une autre protéine de la famille Src,  la protéine Lck, entraine une diminution 
du nombre de lymphocytes T et iNKT, démontrant la sélectivité de Fyn pour les cellules iNKT 
(Eberl  et  al.  1999 ;  Gadue  et  al.  1999)  (Figure  5).  Les  récepteurs  SLAM  sont  couplés  à  la 
protéine  SAP,  dont  il  est  décrit  qu’elle  permet  le  recrutement  et  l’activation  de  Fyn  par 
liaison entre le domaine SH2, centré sur un acide aminé arginine en position 78, de SAP et le 
domaine  SH3  de  Fyn  (Latour  et  al.  2001 ;  Latour  et  al.  2003 ;  Simarro  et  al.  2004).  La 




Schmidt‐Supprian et  al.  2004). Dans  la deuxième voie,  Fyn phosphoryle  les protéines  SHIP 
(SH2 domain‐containing inositol phosphatase), Dok 1 et 2 et RasGAP (Ras GTPase‐activating 

















développement  des  lymphocytes  iNKT,  il  s’agit  d’Egr2  (Early  growth  response  2)  qui  est 
impliqué dans  la sélection,  la  survie et  la maturation des cellules  iNKT  (Figure 6). En effet, 
Egr2 a une expression forte et prolongée chez les précurseurs des cellules iNKT (Seiler et al. 
2012)  et  permet  la  transition  de  la  phase  DP  au  stade  0.  L’expression  de  ce  facteur  de 










Figure  6 :  Mécanismes  de  régulation  des  thymocytes  DP  précurseurs  des  lymphocytes 
iNKT.  La  première  étape  du  développement  des  lymphocytes  iNKT  est  caractérisée  par  le 




En  2009,  l’équipe  de  JC.  Marie  a  montré  le  rôle  régulateur  essentiel  du  TGF‐β  dans  la 
différenciation des cellules iNKT, et notamment à partir du stade 0. En effet ils ont décrit que 
le TGF‐β  intervient dans différentes étapes du développement et notamment directement 
après  le  stade  DP  lorsqu’il  permet  la  survie  des  précurseurs  via  la  maintenance  de 
l’expression du récepteur de l’IL‐7, la molécule CD127 (Doisne et al. 2009a), l’IL‐7 étant une 
cytokine impliquée dans la survie des thymocytes. 
La  transition  du  stade  0  vers  le  stade  1  est  permise  par  Gata‐3,  qui  est  le  facteur  de 
transcription agissant le plus précocement sur le développement des cellules iNKT. En effet il 
active le passage du stade 0 au stade 1 et la mise en place du programme fonctionnel de ces 












Le  facteur  de  transcription  « Promyelocytic  leukemia  zinc  finger »  (PLZF)  est  une  protéine 
importante  et  spécifique  pour  l’acquisition  massive  du  marqueur  d’activation  et  de 
maturation CD44, c’est‐à‐dire pour le passage du stade 1 au stade 2. En effet, l’invalidation 
du  gène  codant  pour  PLZF  entraîne  un  phénotype  naïf  des  lymphocytes  iNKT  et  leur 
attraction massive vers  les ganglions  lymphoïdes. PLZF jouerait donc un rôle essentiel dans 
l’acquisition  des  propriétés  immuno‐modulatrices  et  notamment  dans  l’acquisition  des 
profils cytokiniques complet de ces cellules (Savage et al. 2008). En outre, tout récemment, 
l’équipe  d’A.  Bendelac  a  démontré  que  l’expression  de  PLZF  est  contrôlée  par  un  autre 
facteur  de  transcription,  Egr2.  En  effet,  Egr2  a  une expression  forte  et  prolongée  chez  les 
précurseurs des cellules  iNKT, et se  lie et active directement  le promoteur du gène codant 
pour  le  facteur de  transcription PLZF, mais aussi  le promoteur codant pour  la  chaîne β du 
récepteur  de  l’IL‐2  et  de  l’IL‐15,  la  molécule  CD122.  Egr2  permet  ainsi  de  contrôler  la 
réactivité  des  lymphocytes  iNKT  à  l’IL‐15,  cytokine  essentielle  impliquée  dans  leur 
différenciation terminale (Seiler et al. 2012). 
En  2004,  il  a  été  décrit  que  les  souris  déficientes  pour  le  facteur  de  transcription  T‐bet 
montrent  un  nombre  très  restreint  de  cellules  iNKT  NK1.1pos,  indiquant  que  T‐bet  est 
indispensable à la maturation terminale des lymphocytes iNKT puisqu’il permet la transition 
du  stade  2  au  stade  3,  l’acquisition  du  marqueur  NK1.1  et  l’acquisition  de  la  capacité  à 
produire  de  l’IFN‐γ  (Townsend  et  al.  2004 ;  Ohteki  et  al.  1997).  L’activation  de  T‐bet  est 





molécule  CD122  (Ohteki  et  al.1997 ;  Castillo  et  al.  2010).  Les  expressions  de  T‐bet  et  de 
CD122 sont alors contrôlées négativement par le TGF‐β, ceci de manière directe ou indirecte 
(Doisne et al. 2009a), empêchant ainsi une maturation excessive des cellules iNKT. 
En  l’absence d’Itk, kinase de  la  famille des Tec,  les cellules  iNKT acquièrent  l’expression de 
CD44, mais leur évolution est bloquée au stade 2, signifiant qu’il y a un défaut d’expression 
de  CD69,  CD122  et  NK1.1.  La  survie  des  cellules  iNKT  est  dépendante  d’une  voie  de 
signalisation impliquant la protéine p53 (Qi et al. 2012). De plus, Itk semble indispensable à 
l’acquisition des propriétés  fonctionnelles des  lymphocytes  iNKT, puisqu’ils sont  incapables 
de produire les cytokines de type Th1 et Th2, l’IFN‐γ et l’IL‐4 (Au‐Yeung et Fowell. 2007). 
L’implication  du  GM‐CSF  (Granulocyte‐Macrophage  Colony‐Stimulating  Factor)  dans  le 
développement des lymphocytes iNKT a été mise en évidence en 1999, lorsque l’équipe de 
M.  Taniguchi  a  montré  que  les  souris  déficientes  pour  le  récepteur  du  GM‐CSF  ont  un 
nombre fortement réduit de lymphocytes iNKT dans les tissus lymphoïdes par rapport à des 
souris  sauvages  (Sato  et  al.  1999).  Par  la  suite,  il  a  été  décrit  que  les  lymphocytes  iNKT 
présents  chez  les  souris  déficientes  pour  le  GM‐CSF,  ont  un  défaut  de  réponse  aux 
stimulations antigéniques,  suggérant un  rôle prépondérant du GM‐CSF dans  les propriétés 
fonctionnelles  de  ces  cellules.  En  effet,  malgré  une  production  normale  de  cytokines,  les 
lymphocytes iNKT des souris déficientes pour le GM‐CSF sont incapables de les sécréter car 
ils  présentent  un  défaut  de  fusion  des  vésicules  sécrétrices  avec  la membrane plasmique, 
empêchant  ainsi  une  réponse  correcte  aux  stimulations  antigéniques  (Bezbradica  et  al. 
2006).  Le  rôle  du  GM‐CSF  dans  le  développement  des  cellules  iNKT,  et  notamment  dans 
l’acquisition de leurs propriétés fonctionnelles, est démontré par le fait que l’apport de GM‐
CSF exogène aux cellules iNKT thymiques des souris déficientes pour le GM‐CSF rétablit  les 
capacités  sécrétoires  de  ces  cellules,  ce  qui  n’est  pas  le  cas  avec  les  cellules  iNKT 
périphériques issus des mêmes souris (Bezbradica et al. 2006). 
De plus, bien que  l’IL‐7 puisse  favoriser  la  survie des  lymphocytes  thymiques  in  vitro  et  in 
vivo,  c’est  l’IL15 qui est nécessaire à  la prolifération homéostatique des  lymphocytes  iNKT 
matures dans les organes lymphoïdes périphériques (Matsuda et al. 2002). En périphérie, la 






3.  En  effet,  l’absence  de  cellules  présentatrices  d’antigène  via  le  CD1d  en  périphérie  est 
associée à une accumulation de lymphocytes iNKT17 dans les organes lymphoïdes (McNab et 




mais  représente  une  population mature  dans  les  organes  lymphoïdes  avec  un  phénotype 
stable  et  définitif    (McNab  et  al.  2007).  Ces  lymphocytes  iNKT NK1.1neg  sont  retrouvés  en 





Les  derniers  stades  de  maturation  sont  très  finement  contrôlés  et  font  intervenir  des  cascades 



























Le développement des  lymphocytes  iNKT17 est encore  très peu étudié alors que celui des 
lymphocytes  iNKT  conventionnels  est  relativement  bien  connu,  comme  nous  l’avons 




est  éteinte  chez  les  cellules  iNKT  conventionnelles  laissant  ainsi  les  autres  facteurs  de 
transcription, décrits précédemment,  s’exprimer et orienter  les cellules  iNKT vers un profil 
fonctionnel conventionnel (Figure 10). D’autre part, le marqueur CD4 disparaît dès le stade 




iNKT,  nous  avons  déterminé  l’expression  continue  de  RORγt,  lors  des  différents  stades  de 
maturation  et  au  stade  mature  effecteur  permettant  la  production  d’IL‐17  (Michel  et  al. 
2008).  Nous  avons  également  déterminé  que  les  lymphocytes  iNKT17  n’expriment  ni  le 
facteur  de  transcription  T‐bet,  associé  au  gène  codant  pour  l’IFN‐γ,  ni  le  facteur  de 
transcription  Gata‐3,  associé  à  un  phénotype  Th2  (Figure  10).  Une  étude  récente  ayant 
démontré  l’implication  des  facteurs  de  la  famille  NF‐κB,  RelA  et  RelB,  dans  la  production 
d’IL‐17  par  les  lymphocytes  innés  Tγδ,  il  était  légitime  de  se  demander  s’ils  étaient 
également  impliqués dans  l’ontogénie ou  les  fonctions effectrices des  lymphocytes  iNKT17 
(Powolny‐Budnicka  et  al.  2011).  L’équipe  de  DI.  Godfrey  a  ainsi  démontré  qu’aucun  des 
facteurs  de  transcription  de  la  famille  NF‐κB,  RelA  et  RelB  ou  NF‐κB  lui‐même,  ne  sont 
importants  pour  le  développement  ou  les  fonctions  effectrices  des  lymphocytes  iNKT17 
puisque  la  déficience  pour  l’un  ou  l’autre  de  ces  facteurs  n’entraîne  aucune  anomalie 
numérique  ou  fonctionnelle  de  ces  cellules  (Stankovic  et  al.  2011).  De même,  les  cellules 
iNKT issus de souris déficientes en IL‐6 montrent une forte production d’IL‐17 en réponse à 










Figure 10 : Modèle de développement  thymique des  cellules  iNKT.  La majorité  des  cellules 




Une étude  très  récente vient de montrer que, en plus de son rôle dans  le développement 
des  lymphocytes  iNKT conventionnels,  le TGF‐β  jouerait un  rôle  important dans  la  voie de 
différenciation  des  lymphocytes  iNKT17.  Ainsi,  de  même  que  pour  les  cellules  iNKT 
conventionnelles,  le  TGF‐β prévient  l’apoptose  des  thymocytes  iNKT  RORγtpos  par  un 
mécanisme  dépendant  de  la  voie  SMAD4  (Havenar‐Daughton  et  al.  2012),  et  permet  la 
maintenance du récepteur de l’IL‐7, CD127 (Doisne et al. 2009). Par ailleurs, la surexpression 





d’IFN‐γ  par  les  cellules  iNKT,  suggérant  un  contrôle  négatif  des  lymphocytes  iNKT 
conventionnels  par  le  TGF‐β  (Doisne  et  al.  2009).  De  plus  il  a  été  démontré  que  les 
lymphocytes  iNKT17 expriment des taux plus  faibles du récepteur de  l’IL‐15, mais des taux 




Les  lymphocytes  iNKT  résidents  du  foie  ou  de  la  rate  sont  majoritairement  NK1.1neg, 
suggérant qu’il s’agit soit de  lymphocytes  iNKT17 soit de  lymphocytes  iNKT conventionnels 
immatures du stade 2  (Pellicci et al. 2002), alors que  la majorité des  lymphocytes  iNKT du 





leur  maturation  en  périphérie,  la  majorité  devenant  ainsi  porteuse  du  marqueur  NK1.1 
(Pellicci et al. 2002 ; Benlagha et al. 2002). Récemment, notre laboratoire a démontré que la 
Neuropiline‐1 (Nrp‐1) est un marqueur des précurseurs iNKT thymiques jusqu’au stade 2 en 
général,  c’est‐à‐dire  des  lymphocytes  iNKT  NK1.1neg,  et  des  lymphocytes  iNKT  émigrés 
thymiques récents en périphérie (iNKT conventionnels et iNKT17). La molécule de Nrp‐1 est 
un  récepteur  transmembranaire  exprimé  notamment  par  les  thymocytes  immatures.  Elle 
constitue  une  molécule  importante  dans  la  médiation  de  diverses  fonctions  cellulaires 
comme  la migration,  la  prolifération,  l’adhésion  et  l’apoptose  cellulaires.  De  plus,  il  a  été 




Les mécanismes  d’export  des  lymphocytes  iNKT  du  thymus  vers  la  périphérie  ne  sont  pas 





l’expression  du  récepteur  S1P1  par  les  cellules  iNKT  est  requise  pour  leur  distribution 
tissulaire normale (Allende et al. 2008). Un rôle similaire est conféré aux lymphotoxines α et 






importante  dans  la  rate  (2,5%  des  lymphocytes  T)  et  particulièrement  dans  le  foie  où  ils 
représentent  plus  de  10%  de  la  population  T  (Bendelac  et  al.  2007).  Chez  l’Homme,  la 
fréquence  des  lymphocytes  iNKT  dans  les  divers  organes  est  bien moins  étudiée mais  on 



















Figure  11 :  Modèles  d’activation  des  cellules  iNKT.  Les  cellules  iNKT  sont  activées  par 
présentation antigénique par le CD1d des cellules présentatrices d’antigène (voie directe) ou par les 
cytokines  IL‐12  et  IL‐18  produites  par  les  cellules  présentatrices  d’antigène  via  l’activation  de  leur 
voie des TLR (voie indirecte). (Adapté de Tupin et al. 2007) 
 
La voie directe  implique  la reconnaissance par  le TCR semi‐invariant des  lymphocytes  iNKT 
de glycolipides microbiens spécifiques issus de la dégradation lysosomale des membranes de 
pathogènes après phagocytose par  les cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Cette voie 
constitue  le  mode  d’activation  principal  des  lymphocytes  iNKT  et  permet  une  réponse 
efficace à l’infection par les bactéries Borrelia ou Sphingomonas par exemple. A l’inverse, la 
voie indirecte implique la reconnaissance d’antigènes du soi ou de pathogènes ne contenant 
pas  de  glycolipides  agonistes  des  lymphocytes  iNKT,  en  présence  ou  non  de  cytokines 
agissant  comme  facteurs  de  co‐stimulation  (IL‐12  et  IL‐18)  produites  par  les  cellules 
présentatrices d’antigènes en réponse à une stimulation de type TLR (Tupin et al. 2007). En 
effet,  il  a  été  montré  que,  chez  l’Homme,  la  réponse  des  cellules  iNKT  à  l’infection  par 
Salmonella  typhimurium  via  l’interaction  TCR‐CD1d  est  amplifiée  par  la  production  d’IL‐12 
par les cellules dendritiques (Brigl et al. 2003). Une autre étude a rapporté que, en réponse 
aux  antigènes  de  Schistosoma  mansoni,  les  cellules  iNKT  peuvent  être  activées  par  des 
antigènes du soi présentés par CD1d, même en absence d’un signal de  la voie des TLR ou 
d’IL‐12  (Mallevaey  et  al.  2006).  Par  ailleurs,  notre  laboratoire  a  démontré,  il  y  a  quelques 
années,  que  l’association  des  cytokines  pro‐inflammatoires  IL‐18  et  IL‐12  peut  activer  les 
cellules iNKT en l’absence d’engagement du TCR (Leite‐de‐Moraes et al. 1999). Ces résultats 





d’Escherichia  coli  induisent  la  production  des  cytokines  IL‐18  et  IL‐12  par  les  cellules 
dendritiques, ce qui va permettre l’activation des cellules iNKT sans implication de leur TCR 
(Nagarajan  and  Kronenberg.  2007),  ce  qui  indique  qu’une  stimulation  cytokinique  des 
cellules iNKT peut suffire à les activer.  
Après  leur  activation,  notre  laboratoire  a  décrit  que  les  lymphocytes  iNKT  subissent    une 
mort cellulaire  induite par  l’activation (AICD) médiée par  l’interaction Fas/FasLigand (Leite‐
de‐Moraes  et  al.  2000).  Cependant,  il  a  également  été  démontré  qu’une  partie  des 
lymphocytes  iNKT  internalisent  rapidement  le  complexe  TCR/CD3  ainsi  que  certains 
marqueurs de  surface  comme NK1.1, donnant  l’impression que ces  lymphocytes  subissent 
une  apoptose  massive  (Wilson  et  al.  2003 ;  Crowe  et  al.  2003).  Ils  deviennent  ainsi 
indétectables  durant  les  12  à  24  heures  post‐activation,  phase  durant  laquelle  les 
lymphocytes  iNKT  subissent  une  prolifération  intense  puis  une  ré‐externalisation  du  TCR 
permettant  de  nouveau  leur  détection  par  cytométrie  (Uldrich  et  al.  2005 ; Wilson  et  al. 




lymphocytes  iNKT subissent une  longue phase d’anergie, durant  laquelle  ils ne  répondront 
pas, ou très peu, à une nouvelle stimulation de leur TCR (Chang et al. 2008). Cette anergie 
est  le  résultat  d’une  stimulation  très  intense  du  TCR  dépendante  de  signaux  de  co‐





L’activation  des  lymphocytes  iNKT  entraîne  une  intense  prolifération  et  une  sécrétion 
prolongée de cytokines, parmi lesquelles l’IL‐4 et l’IFN‐γ, le « Tumor Necrosis Factor » (TNF)‐






les  lymphocytes  iNKT DN, ayant un profil  strictement Th1 (Lee et al. 2002 ; Gumperz et al. 
2002).  Dans  le  modèle  murin,  cette  séparation  fonctionnelle  entre  les  cellules  iNKT 
porteuses  ou  non  du  CD4  n’est  pas  applicable,  en  revanche,  le  marqueur  NK1.1  est  un 
facteur  de  discrimination  des  sous‐populations  de  cellules  iNKT.  Ainsi  les  cellules  iNKT 
NK1.1pos  ont  un profil  Th1 et  Th2,  alors  que  les  cellules  iNKT NK1.1neg  ont  un profil  plutôt 
Th17  (Michel  et  al.  2007 ;  Bendelac  et  al.  2007).  De  plus  la  conformation  des  ligands  des 
lymphocytes  iNKT  peut  conférer  une  avidité  différente  aux  cellules  et  biaiser  la  réponse 
cytokinique.  Dans  le  cas  d’analogues  synthétiques  de  l’αGalCer,  l’introduction  de 
groupements phényls dans la queue lipidique peut biaiser la réponse des cellules iNKT vers 
une  réponse  Th1  et  ainsi  améliorer  l’efficacité  de  traitements  anti‐cancéreux  (Wu  et  al. 
2011), alors que certains  ligands comme  l’OCH vont orienter  la  réponse vers un profil Th2 









d’influencer  l’état  d’activation  ou  de  maturation  de  différentes  cellules  du  système 
immunitaire.  Ainsi,  après  une  activation  des  lymphocytes  iNKT  par  l’αGalCer,  les  cellules 
expriment fortement et rapidement la molécule de CD40L qui, à son tour, en se liant à son 
récepteur  CD40,  va  permettre  la  maturation  des  cellules  dendritiques  et  l’activation  des 
lymphocytes  B  qui  vont  pouvoir  sécréter  des  anticorps  (Cerundolo  et  al.  2009).  La 
maturation  des  cellules  dendritiques  inclut  l’augmentation  de  l’expression  de  CD86,  la 
production  d’IL‐12  et  entraine  l’augmentation  du  « priming »  des  lymphocytes  T.  D’autre 
part, en 2009, l’équipe d’A. Lehuen a mis en évidence que l’activation des lymphocytes iNKT 









Figure  12 :  Interaction  des  lymphocytes  iNKT  avec  les  autres  cellules  du  système 
immunitaire.   Les  lymphocytes  iNKT peuvent moduler directement ou  indirectement  les fonctions 
de  nombreux  types  cellulaires,  comme  les  cellules  NK  et  les  lymphocytes  T.  Les  interactions  sont 














Les  propriétés  immunorégulatrices  conférées  aux  lymphocytes  iNKT  reposent 
principalement sur  leur capacité à produire rapidement et massivement des cytokines pro‐
Th1  et  pro‐Th2,  notamment  l’IL‐4  et  l’IFN‐γ.  De  ce  fait,  les  lymphocytes  iNKT  suscitent  de 
grands  intérêts  dans  les  domaines  de  l’immunité  anti‐tumorale,  anti‐infectieuse  ainsi  que 
dans la recherche de traitements des maladies autoimmunes et allergiques (Cui J, et al. 1997 
; Faveeuw C, et al. 2002 ; Kawakami K, et al. 2003 ; Sharif S, et al. 2001, Akbari O, et al. 2003 ; 
Lisbonne M,  et  al.  2003 ;  Hachem  et  al.  2005).  A  titre  d’exemple,  il  a  été  décrit  que  les 




Lymphocytes  iNKT  et  tumeur.  L’importance  primordiale  des  lymphocytes  iNKT  dans  la 
surveillance  tumorale  est  bien  décrite  dans  les  modèles  murins.  La  réduction  de  leur 







niveau des  tumeurs peut  être  réversée par  l’ajout de  ligands,  comme  l’αGalCer,  associé  à 




Lymphocytes  iNKT  et  infections.  La  spécificité  des  cellules  iNKT  pour  certains  lipides 





contre  les  infections.  La  reconnaissance  de  peptides  glycolipidiques  issus  de  Borrelia 
Burgdorferi  ou  de  Sphingomonas  sp.  par  les  lymphocytes  iNKT  suggère  que  ces  cellules 
peuvent  jouer  un  rôle  prédominant  dans  le  contrôle  de  la  maladie  de  Lyme  ou  dans  la 
prévention  des  maladies  nosocomiales  (Brigl  et  al.  2010).  D’autre  part,  l’activation  des 
lymphocytes  iNKT par  les  lipides  issus d’œufs de Schistosoma mansoni,  permet  l’induction 
d’une forte réponse de type Th2 contrôlant l’infection, soulignant le rôle de ces cellules dans 
les événements immunologiques précoces associés à la pathologie (Faveeuw et al. 2002).  
Les  lymphocytes  iNKT  participent  aussi  à  l’immunité  anti‐virale.  En  effet,  comme  il  a  été 






rôle  protecteur  car  ils  sont  capables  de  produire  de  l’IL‐22,  cytokine  ayant  un  rôle  positif 
dans  le  contrôle  des  lésions  subies  par  les  cellules  épithéliales  pulmonaires  (Paget  et  al. 





et  al.  2002).  De  manière  intéressante,  le  nombre  de  lymphocytes  iNKT  CD4pos  est 
inversement corrélé avec la charge virale (Motsinger et al. 2002 ; Van der Vliet et al. 2002) et 










intéressé  par  l’implication  de  ces  cellules  dans  l’asthme  allergique.  Ainsi,  du  fait  de  leur 
versant Th2, il a été décrit que les lymphocytes iNKT peuvent avoir des effets délétères dans  
l’asthme  notamment,  via  leur  production  d’IL‐4  et  d’IL‐13.  Dans  ce  contexte,  notre 
laboratoire  a mis  en  évidence  que  les  souris  Jα18‐/‐  (déficientes  exclusivement  en  cellules 
iNKT Vα14Jα18) ont une nette diminution des symptômes d’asthme allergique (Lisbonne et 
al. 2003). De plus, il a été démontré que le transfert adoptif des cellules iNKT sauvages à des 
souris  Ja18‐/‐,  déficientes  en  cellules  iNKT,  restaurait  les  symptômes  caractéristiques  de  la 
maladie,  l’inflammation  et  l’hyperréactivité  des  voies  respiratoires,  contrairement  au 
transfert  adoptif  de  cellules  iNKT  de  souris  déficientes  en  IL‐4  et  en  IL‐13  (Akbari,  et  al. 
2003).  Notre  laboratoire  a  également  décrit  que  la  fréquence  des  lymphocytes  iNKT  est 









iNKT  peuvent  avoir  une  influence  dans  les  pathologies  auto‐immunes  vient  du  fait  que 
diverses  souches de  souris  naturellement  susceptibles  aux maladies  auto‐immunes ont un 
défaut dans la fréquence de cellules iNKT et/ou dans leur fonction (Wu et Van Kaer. 2009). 
Par  exemple,  les  souris  diabétiques  non‐obèse  (NOD)  montrent  un  déficit  important  en 
cellules iNKT ainsi qu’un déficit de la production cytokinique de ces cellules (Gombert et al. 
1996  a  et  b),  mais  le  transfert  adoptif  de  lymphocytes  iNKT  ou  la  surexpression  du  TCR 
caractéristiques  des  cellules  iNKT  peuvent  prévenir  le  développement  du  diabète  auto‐







Dans  la  pathologie  du  greffon  contre  l’hôte  (« Graft  versus  host  disease »,  GVHD), 
complication majeure  observée  lors  de  greffes  de  cellules  souches  hématopoïétiques,  les 
lymphocytes  iNKT  du  donneur  inhibent  le  développement  du  rejet  de  greffe  (Kohrt  et  al. 
2010). Tout récemment, chez l’Homme, une étude a permis de montré que les cellules iNKT 
CD4‐ dans les greffons de cellules hématopoïétiques sont associées à une protection contre 
la  GVHD  aigüe  (Chaidos  et  al.  2012),  suggérant  que  la  fréquence  de  ces  cellules  dans  les 










Lymphocytes  iNKT  et  obésité.  L’obésité  est  une  maladie  multifactorielle  devenue  un 
problème  majeur  de  santé  publique.  Le  rôle  des  lymphocytes  dans  cette  pathologie  est 
investigué  depuis  peu,  cependant  une  récente  étude  a  démontré  que  l’activation  des 
lymphocytes  iNKT  dans  les  cas  d’obésité  a  un  impact  significatif  sur  les  réponses 
inflammatoires et sur  la tolérance au glucose. En effet,  la  fréquence des  lymphocytes  iNKT 
est  nettement  diminuée  chez  les  souris  et  chez  les  patients  atteints  d’obésité,  toutefois 
















toutes deux  se  lier  à un  récepteur dimérique  composé des  chaînes  IL‐17RC et  IL‐17RA. Ce 
récepteur  est  très  largement  exprimé,  aussi  bien  par  des  cellules  hématopoïétiques  (les 






tissue‐inducer)  (Michel  et  al.  2007 ;  Sutton  et  al.  2009 ;  Takatori  et  al.  2009).  Récemment 
l’équipe  de  B.  Silva‐Santos  a  montré  que,  durant  le  développement  thymique,  les 
lymphocytes Tγδ CD27+ expriment des taux élevés du facteur de transcription T‐bet et d’IFN‐
γ,  alors  que  les  lymphocytes  Tγδ  CD27‐  expriment  constitutivement  le  facteur  RORγt,  
deviennent producteurs d’IL‐17 (Ribot et al. 2009), et sont localisés au niveau des poumons 
et  du  derme  (Lochner  et  al.  2008).  Par  ailleurs,  il  a  été  décrit  qu’une  stimulation  des 
lymphocytes Tγδ avec une combinaison des cytokines IL‐1β et IL‐23 induit la production d’IL‐
17  indépendamment  du  TCR  et  que  l’activation  du  récepteur  aryl  hycrocarbone  (AhR) 
permet  la  co‐production d’IL‐22 par  les  lymphocytes Tγδ producteurs d’IL‐17  (Martin et al. 
2009). Quant à elles,  les cellules LTi sont  largement représentées dans le tractus intestinal, 











et  al.  1997).  La  partie  intracytoplasmique  du  récepteur  interagit  avec  une  molécule 
adaptatrice Act1. Act1 va permettre, notamment via une interaction avec d’autres molécules 
comme  l’ubiquitine  ligase  TRAF3  et  6  ou  la  kinase  TAK1,  l’activation  des  kinases  IKK, 





chaîne  IL‐17RA  et  de  la  chaîne  IL‐17RC.  Les  fragments  intra‐cytoplasmiques  contiennent  des 








Fonctionnellement  l’IL‐17  intervient  dans  différents  systèmes.  Cette  cytokine  joue 
notamment un rôle important dans la granulopoïèse. En effet, elle induit la sécrétion, par les 




de  chimiokines  attractantes  de  type  CXC.  Au  niveau  des  poumons,  elle  favorise  ainsi  la 
différenciation et le recrutement des neutrophiles dans le modèle murin (Michel et al. 2007). 
Plus précisément, en présence d’IL‐4, d’IL‐13 et d’IFN‐γ, elle induit la production d’IL‐8, une 




sclérose  en  plaques,  l’asthme,  le  psoriasis,  les  maladies  chroniques  intestinales  ou  la 
polyarthrite rhumatoïde (Hemdan et al. 2010). 
Maladies  chroniques  intestinales.  Des  données  récentes  ont  mis  en  évidence  que  les 
lymphocytes Th17  infiltrant  les  tissus  sont présents dans diverses maladies  inflammatoires 
chroniques, incluant la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques, l’IBD (Inflammatory 
Bowel  Disease)  ou  encore  l’asthme  allergique  (Annunziato  et  al.  2007 ;  Kleinschek  et  al. 













Encéphalomyélite  auto‐immune  expérimentale.  L’EAE  (Experimental  Autoimmune 




importants  dans  le  développement  de  l’EAE  (Ivanov  et  al.  2006 ;  Komiyama  et  al.  2006 ; 
Langrish et al. 2005). De plus, le transfert adoptif de cellules Th17 polarisées par l’IL‐23 induit 
une  paralysie  ascendante  chez  les  souris  traitées,  caractéristique  de  l’EAE  (Kroenke  et  al. 
2008). Enfin, il a été montré que l’expression du récepteur CCR6, caractéristique des cellules 
Th17,  est nécessaire et  suffisante pour  l’attraction des  lymphocytes  Th17 dans  le  système 
nerveux central et pour l’induction de l’EAE (Reboldi A, et al. 2009).  
Polyarthrite rhumatoïde. De manière assez similaire à la sclérose en plaques chez l’Homme, 
et  au  modèle  de  l’EAE  chez  la  souris,  la  polyarthrite  rhumatoïde,  caractérisée  par  une 
inflammation  chronique  des  articulations,  et  le  modèle  murin  d’arthrite  induite  par  le 
collagène  (CIA    pour  « Collagen‐Induced  Arthritis)  semblent  faire  intervenir  les  mêmes 
cellules  effectrices  productrices  d’IL‐17  dans  le  développement  de  la  pathologie.  Chez  les 
patients  souffrant  de  cette  maladie  auto‐immune,  les  cellules  Th17  sont  de  puissants 
activateurs des fibroblastes synoviaux, via l’augmentation de la production d’IL‐6 et d’IL‐8, et 
via l’augmentation de médiateurs de la dégradation des cartilages,  les métalloprotéases de 
la  matrice  (MMP)  (Van  Hamburg  et  al.  2011).    En  accord  avec  ces  données,  les  souris 


















signal  de  type  JAK/STAT3  et  permet  ainsi  d’augmenter  les  mécanismes  innés  de  défense 
épithéliale,  notamment  par  la  production  de  protéines  anti‐microbiennes  comme  les  β‐
défensines. Globalement l’IL‐22 permet une meilleure protection des tissus contre les lésions 
et autres agressions de pathogènes et déclenche la régénération tissulaire (Wolk et al. 2010), 
ceci  au niveau de  la peau, des poumons et des  intestins  (Kolls  2010 ;  Rubino et  al.  2012). 
Cependant, en parallèle de ses effets sur la production de protéines anti‐microbiennes, l’IL‐
22  réduit  aussi  l’expression de molécules  associées  à  la  différenciation  cellulaire  et  régule 





Asthme  allergique.  Les  analyses  du  sang  périphérique  de  patients  atteints  d’asthme 
allergique  montrent  des  quantités  importantes  de  lymphocytes  Th17  comparées  aux 
analyses  de  sang périphérique de  patients  sains. De plus,  les  concentrations  plasmatiques 
des cytokines IL‐17 et IL‐22 ont tendance à augmenter en corrélation avec la sévérité de la 
maladie (Zhao et al. 2010). De plus, les taux d’’IL‐17 sont accrus dans les tissus pulmonaires, 




de  neutrophiles  chez  les  patients  asthmatiques  et  à  la  sévérité  de  cette  maladie.  Ces 
résultats sont en accord avec les études de modèles murins qui révèlent l’importance de l’IL‐








dans  lequel  l’IL‐22  semble  être  requis  pour  l’établissement  de  la  maladie,  mais 
fonctionnerait  comme  régulateur négatif  une  fois  l’inflammation des  voies  aériennes mise 
en place (Besnard et al. 2011).   
Immunité  intestinale.  Les  effets  stimulants  de  l’IL‐22  sur  l’immunité  innée  sont  aussi  de 
grande  importance  au  niveau  des  barrières  mucosales  intestinales.  En  effet  les  protéines 
anti‐microbiennes  comme  les  défensines,  induites  par  l’IL‐22,  renforcent  les  jonctions 
serrées  entre  les  entérocytes  au niveau des  intestins  et  induit  la  prolifération des  cellules 






l’IL‐22  va  provoquer  la  sécrétion d’une protéine  aux propriétés  anti‐microbiennes,  RegIIIy, 
qui va alors médier les fonctions de protection contre C. Rodentium (Zheng et al. 2008). Par 
ailleurs,  les  souris déficientes en  IL‐6 ou en  IL‐23, deux cytokines  inflammatoires  induisant 
des réponses immunes de type IL‐17 et IL‐22, montrent une susceptibilité accrue à l’infection 
par  C.  Rodentium,  et,  dans  le  modèle  de  colite  induite  par  S.  Typhimurium,  pathogène 




cytokines  pro‐inflammatoires  IL‐6  ou  IL‐23,  et  ne  produisent  plus  d’IL‐17  et  d’IL‐22 
nécessaires  au  recrutement  et  à  l’activation  des  neutrophiles  et  à  l’induction  de  la 








Figure  14 : Modèles  d’action  des  cytokines  IL‐17  et  IL‐22  en  réponse  à  des  infections 
bactériennes  intestinales.  Les cellules dendritiques vont  répondre à  l’infection par des bactéries 
extracellulaires  ou  intracellulaires  en  produisant  de  l’IL‐6,  du  TGF‐β,  de  l’IL‐1β  et  de  l’IL‐23.  Ces 
cytokines  vont  promouvoir  la  production  d’IL‐17  et  d’IL‐22  par  les  lymphocytes  innés.  L’IL‐17  va 




de  l’IL‐17  dans  l’inflammation  et  dans  les  mécanismes  de  régénération  tissulaire, 
l’expression de  l’IL‐22 est également augmentée et  les taux d’IL‐22 semble corréler avec  la 
sévérité de  la maladie  (Andoh et al. 2005 ; Brand et al. 2006 ;  Schmechel et al. 2008). Par 
ailleurs, plusieurs modèles murins de maladie inflammatoire de l’intestin suggèrent que l’IL‐
22  exerce des  fonctions protectrices  dans  les  pathologies  de  type  IBD,  en déclenchant  les 
mécanismes de défense de la part des cellules épithéliales et la régénération de la barrière 







A  l’origine,  l’IL‐22  a  été  décrite  comme  une  cytokine  produite  par  les  lymphocytes  T, 
notamment par  les  lymphocytes Th1  (Wolk et al.2002), puis plus  tard par  les  lymphocytes 
Th17 (Liang et al. 2006 ; Chung et al. 2006). Contrairement à  l’IL‐17 qui requiert  l’IL‐6 et  le 
TGF‐β (Veldhoen et  al.  2006 ; Mangan et  al.  2006),  l’induction de  l’IL‐22 n’est dépendante 
que de l’IL‐6, alors que le TGF‐β induit l’expression du facteur de transcription c‐Maf, qui va 
se  lier  au  promoteur  il22  et  inhiber  son  expression  (Zheng  et  al.  2007 ;  Rutz  et  al.  2011). 
Depuis,  d’autres  cellules  T  ont  été  décrites  comme  capables  de  produire  de  l’IL‐22,  les  LT 








Satoh‐Takayama et al. 2008). Ainsi  les effets protecteurs de  l’IL‐22  lors d’une  infection par 
Citrobacter  Rodentium  et  lors  d’une  maladie  chronique  inflammatoire  du  type  IBD,  sont 




peuvent,  contrairement  aux  cellules  « NK‐like »,  produire  simultanément  l’IL‐17  et  l’IL‐22 
(Takatori et al. 2009). Ces cellules sont connues pour leur implication dans le développement 
des  tissus  lymphoïdes,  mais  elles  sont  également  impliquées  dans  les  défenses  de  l’hôte 
contre Citrobacter Rodentium via leur production rapide d’IL‐17 et d’IL‐22 (Sonnenberg et al. 
2011).  De  plus,  il  a  été montré  que,  dans  le modèle  de  colite  induite  par  DSS  (« Dextran 
Sulfate Sodium »), les cellules CD11c+ peuvent produire de l’IL‐22 et s’accumulent au niveau 














Etant donnés  les  rôles pathogéniques conférés à  l’IL‐17, différents essais cliniques visant à 
inhiber le développement des lymphocytes Th17 ou à neutraliser directement l’IL‐17 ou son 
récepteur  ont  été  lancés.  Très  récemment  deux  équipes  travaillant  sur  le  traitement  du 
psoriasis ont publié des résultats très prometteurs. L’une a développé un anticorps anti‐IL‐17 
(Ixekizumab)  et  l’autre  équipe  a,  quant  à  elle,  développé  un  anticorps  dirigé  contre  le 
récepteur de l’IL‐17 (Brodalumab), bloquant tous deux l’action pro‐inflammatoire de l’IL‐17. 
Les  injections par voie sous‐cutanée de ces anticorps à des patients psoriatiques ont, dans 




encourageants  pour  le  traitement  de  la  maladie  (Zhu  et  Qian.  2012).  Dans  le  cas  de  la 
polyarthrite  rhumatoïde  et  de  la maladie  de  Crohn,  des  anticorps monoclonaux  anti‐IL‐6‐
récepteur  ou  un  antagoniste  du  récepteur  de  l’IL‐1β  ont  constitué  une  approche  très 
intéressante  (Geyer  et  Muller‐Ladner.  2010 ;  Patel  et  Moreland.  2010).  Même  si  les 
mécanismes  d’actions  précis  de  ces molécules  ne  sont  pas  connus,  il  est  possible  que  les 
effets thérapeutiques observés soient dus, en partie, à  l’inhibition de la différenciation des 
lymphocytes  Th17.  Plus  récemment,  un  inhibiteur  de  la  voie  de  signalisation  NF‐κB  a  été 
utilisé comme traitement des maladies  inflammatoires  intestinales  (Funakoshi et al. 2012). 















cellules  T  effectrices,  la  première  est  capable  de  produire  de  l’IFN‐γ  et  est  dénommée 
cellules  Th1.  La deuxième est  capable de produire de  l’IL‐4  et  est  dénommée  cellules  Th2 
(Mosmann et al. 1986). Depuis, il a clairement été démontré que la différenciation vers l’une 
ou l’autre de ces sous‐populations est déterminée par les facteurs de transcription qu’elles 
expriment.  L’induction de  ces  facteurs est elle‐même dépendante des  cytokines présentes 
dans le micro‐environnement après la stimulation des cellules T naïves par les CPA. Une fois 
différenciée,  chaque  sous‐population  sécrète  un  panel  précis  de  cytokines  effectrices  et  a 
une  fonction bien distincte dans  le  système  immunitaire.  Les cellules Th1 sont essentielles 
pour  la  clairance  des  bactéries  et  des  virus  intracellulaires,  cependant,  lorsqu’elles  sont 
dysrégulées,  elles  peuvent  avoir  des  rôles  pathogéniques  dans  plusieurs  maladies  auto‐
immunes (Szabo et al. 2003 ; Trinchieri. 2003). La différenciation des cellules Th1 est induite 
par l’IL‐12, majoritairement produite par les cellules dendritiques et les monocytes, et l’IFN‐











la  production  d’IFN‐γ  par  la  cellule  Th1  (Kaplan  et  al.  1996b ;  Thierfelder  et  al.  1996).  Le 
facteur de transcription GATA‐3 régulant la différenciation des cellules Th2 est, quant à lui, 
activé par la signalisation induite par le récepteur de l’IL‐4 et STAT6, l’IL‐4 pouvant provenir 
des  mastocytes,  des  basophiles,  des  éosinophiles,  des  cellules  iNKT  ou  encore  d’autres 
cellules  Th2  déjà  différenciées  (Takeda  et  al.  1996 ;  Shimoda  et  al.  1996 ;  Kaplan  et  al. 
1996a).  GATA‐3  est  un  facteur  capable  d’auto‐activer  son  expression  et  rend  possible  la 






Toutefois,  les  cytokines  sécrétées  par  les  lymphocytes  Th1  et  Th2  ne  sont  pas  seulement 
déterminées  pas  leurs  fonctions  effectrices  en  réponse  à  un  pathogène,  elles  sont  aussi 
impliquées  dans  une  boucle  autocrine  conférant  un  moyen  de  régulation  positive  de  la 
cellule productrice, promouvant ainsi son propre développement et son expansion (Amsen 
et al. 2009). Par ailleurs, ces cytokines peuvent inhiber les fonctions des autres populations T 
helper,  c’est‐à‐dire  que  l’IFN‐γ  peut  inhiber  les  fonctions  effectrices  des  cellules  Th2  et 
réciproquement  l’IL‐4  peut  inhiber  les  cellules  Th1  (Mosmann  et  al.  1986).  Ces  inhibitions 




même  manière,  GATA‐3  est  capable  de  réguler  négativement  l’expression  de  STAT4 
indispensable  au  développement  des  cellules  Th1,  sans  agir  sur  le  deuxième  facteur  de 
transcription T‐bet (Usui et al. 2003).  
La  dichotomie  Th1/Th2  a  récemment  été  complémenté  par  une  troisième  population  de 









croisée.  La différenciation des  lymphocytes  T naïfs  en  lymphocytes  Th1,  Th2 ou Th17 dépend des 
facteurs  de  transcription  activés  par  les  cytokines du micro‐environnement.  Chaque population de 






En  2006,  trois  équipes  distinctes  ont  découvert  que  l’association  de  l’IL‐6  et  du  TGF‐
β (Transforming  Growth  Factor)  induit  la  différenciation  des  lymphocytes  T  naïfs  en 
lymphocytes  Th17  (Veldhoen  M,  et  al.  2006 ;  Bettelli  et  al.  2006 ;  Mangan  et  al.  2006). 
L’implication du TGF‐β  a été une surprise car cette cytokine était surtout connue pour ses 






permis de montrer que  le TGF‐β n’est pas  impliqué directement dans  la différenciation de 
ces cellules, mais qu’il permet d’inhiber l’expression de STAT4 et de GATA‐3, inhibant ainsi la 
différenciation des  cellules  Th1 et  Th2  ce qui  favorise alors  le développement des  cellules 
Th17 (Das et al. 2009). Cependant la génération de lymphocytes Th17 en absence de TGF‐β 
conduit à un phénotype plus pathogénique et à  la co‐expression de T‐bet et de RORγt par 
ces cellules  (Ghoreschi et al. 2010).  L’IL‐6, par  fixation  sur  son  récepteur, active  la voie de 




2006 ;  Zhou  L,  et  al.  2007).  L’IL‐23  est  une  cytokine  hétérodimérique  composée des  sous‐
unités  p19  et  p40,  cette  dernière  étant  commune  avec  l’IL‐12  (Oppmann  et  al.  2000). 
Cependant,  contrairement  à  l’IL‐12,  l’IL‐23  n’induit  pas  la  différenciation  des  cellules  Th1, 
mais  est  important  pour  la  survie,  la maintenance  de  la  lignée  et  l’expansion  clonale  des 
lymphocytes  Th17  (Aggarwal  et  al.  2003 ; Veldhoen et  al.  2006 ; McGeachy et Cua.  2008). 
IRF‐4  (Interferon Regulatory Factory‐4) est un  facteur de  transcription également  impliqué 
dans la différenciation des lymphocytes Th17, il serait capable de co‐opérer avec le facteur 
STAT3 pour  l’induction de RORγt, de  l’IL‐17 et de  l’IL‐21  (Brustle et al. 2007 ; Biswas et al. 
2010).  L’IL‐21  est  une  cytokine  de  la  famille  de  l’IL‐2  qui  permet  de  promouvoir  et/ou  de 
maintenir  la  différenciation  des  lymphocytes  Th17  de  manière  autocrine  (Nurieva  et  al. 
2007 ; Zhou et al. 2007). 
Les cellules Th17 produisent alors de  l’IL‐17,  contrôlée par  le  facteur RORγt, mais aussi de 




Les  fonctions  effectrices des  lymphocytes  Th17  sont  régulées négativement par  l’IL‐27 qui 
permet  la  phosphorylation  et  l’activation  du  facteur  de  transcription  STAT1,  inhibant  les 
cellules Th17 (Stumhofer et al. 2006 ; Batten et al. 2006 ; Neufert C, et al. 2007) (Figure 15). 






et  al.  2007),  il  en  est  de même  pour  les  cytokines  produites  par  les  cellules  Th1  et  Th2, 
respectivement  l’IFN‐γ  et  l’IL‐4  (Park  et  al.  2005).  A  l’instar  des  cytokines  inhibitrices,  on 
trouve également des  récepteurs  capables d’inhiber  l’expression de gènes  caractéristiques 
des  cellules  Th17  et,  ainsi,  leur  différenciation.  Par  exemple,  les  récepteurs  PPARγ 
(Peroxisome‐Proliferator‐Activated  Receptor)  peuvent  s’hétérodimériser  avec  des 
récepteurs de rétinoïdes, ce complexe va alors se lier aux domaines de réponse des PPARγ et 
bloquer  les  régions  promotrices  des  gènes  il23R,  il21,  il17  et  il17f  (Klotz  et  al.  2009), 
bloquant ainsi la différenciation des cellules Th17. 
De plus, il semble à présent évidemment que les populations de cellules T helper sont plus 
nombreuses  et  plus  variées.  Ainsi,  il  a  été  proposé  qu’une  population  de  cellules  T 
productrices d’IL‐9, cytokine originellement décrite comme cytokine au profil Th2 impliquée 




dans  le modèle  humain mais  n’ont  pas  été  clairement  démontrées  dans  le modèle murin 
(Duhen et al. 2009 ;  Trifari et al.  2009). En effet,  chez  la  souris,  l’expression du  facteur de 
transcription RORγt conduit à la production d’IL‐17 et d’IL‐22, alors que chez l’Homme, seule 
l’IL‐17 est induite. De plus,  il a été décrit que les lymphocytes Th22 expriment le récepteur 
Aryl  Hydrocarbone  (AhR)  en  complément  du  facteur  de  transcription  STAT3,  et  que  ce 









de  lymphocytes  T  ayant  des  fonctions  très  diverses  dans  le  système  immunitaire.  Selon  les 
stimulations de  l’environnement, elle va se différencier en différents  lymphocytes T de type helper 
avec  des  profils  cytokiniques  très  particuliers,  ou  en  lymphocytes  T  régulateurs,  eux‐mêmes 





Les  lymphocytes  Th17  sont  impliqués  dans  différents  aspects  de  l’immunité,  notamment 
dans le maintien de la flore intestinale, dans le contrôle de l’immunité mucosale, et ils jouent 
un  rôle  protecteur  fondamental  dans  les  infections  fongiques  (Candida  et  Aspergillus  sp) 
(Ivanov  II,  et  al.  2007)  et  bactériennes  (C.  Rodentium  et  S.  Typhinurium),  de  par  leur 
production massive d’IL‐17, comme nous l’avons décrit précédemment.  
Le  tractus  intestinal est un organe unique et  très particulier  car  il  requiert une  interaction 





microbiote  intestinal.  Pour  exemple,  le  microbiote  intestinal  est  indispensable  pour 
l’assimilation  de  certains  nutriments,  comme  le  glucose  et  les  acides  aminés,  et  de 
vitamines,  comme  la  vitamine  A,  nécessaire  au  bon  fonctionnement  du  système 
immunitaire, et notamment pour l’activation complète des lymphocytes T (une déficience en 
tryptophane, arginine, glutamine et cystéine réduit l’activation des lymphocytes T) (Fox et al. 
2005).  Le  microbiote  permet  une  certaine  prévention  de  la  colonisation  de  bactéries 
pathogènes  pour  l’hôte,  et  enfin,  il  promeut  le  développement  des  structures  d’organes 
lymphoïdes comme les plaques de Peyer et  les follicules  lymphoïdes  intestinaux (Kau et al. 
2011).  Récemment,  des  études  sur  des  souris  axéniques,  c’est‐à‐dire  élevées  sans  flore 
intestinale,  ont  démontré  que  la  présence  d’un  microbiote  intestinal  complexe  est 
nécessaire  pour  le  développement  des  lymphocytes  Th17  au  niveau  de  la  lamina  propria 
(Ivanov et al. 2008), tissu conjonctif tapissant les muqueuses dont la muqueuse intestinale, 
et  pour  la  génération  d’une  balance  équitable  entre  lymphocytes  Th17  RORγt+  et 
lymphocytes  T  RORγt+Foxp3+  (Lochner  et  al.  2011).  La  dépendance  des  lymphocytes  Th17 
pour  le  microbiote  intestinal  réside  dans  le  fait  que  la  flore  stimule  la  production  de 
cytokines  pro‐inflammatoires,  dont  l’IL‐1β  et  l’IL‐6,  par  les  macrophages  et  les  cellules 
dendritiques  résidentes  de  l’intestin  via  la  voie  de  signalisation  TLR/MyD88  (Shaw  et  al. 
2012 ; Hu et al. 2011). De manière intéressante, outre leur défaut en lymphocytes Th17, les 
















Depuis  maintenant  quelques  années,  plusieurs  équipes  se  sont  penchées  sur  l’existence 
d’une  population  lymphocytaire  parallèle,  mais  relativement  similaires  aux  lymphocytes 
Th17  tels  que  nous  les  connaissons.  Ainsi,  il  a  été  démontré  qu’une  population  de 
thymocytes simple positifs (SP) CD4pos est capable de produire de l’IL‐17, et que ces cellules 
sont générées au niveau du thymus (Marks, et al. 2009 ; Tanaka et al. 2009 ; Kim et al. 2011), 
ces  cellules  sont  également  des  cellules  Th17  «mémoires‐like ».  Ces  cellules  ont  été 
nommées lymphocytes Th17 naturels, de par leur différenciation intra‐thymique, et l’idée a 
été exclue que ce puissent être des lymphocytes Th17 dits conventionnels ou induits ayant 
recolonisé  le  thymus.  Les  données  suggèrent  ainsi  plutôt  que  la  population  Th17  en  son 
entier  serait  comparable  à  celle  des  lymphocytes  T  régulateurs,  c’est‐à‐dire  qu’elle  est 
divisée,  au minimum,  en  deux  sous‐populations,  à  savoir  les  cellules  naturelles  (nTreg  ou 




Les  cellules  nTh17  sont  définies  comme  des  cellules  auto‐réactives,  sélectionnées  par  des 
antigènes  du  soi,  ce  qui  les  rend  comparables  aux  cellules  iNKT  et  aux  cellules  Tγδ.  La 
sélection positive est dépendante d’une forte réactivité aux antigènes du soi présentés par 








des  lymphocytes  nTreg  alors  que  leurs  propriétés  effectrices  les  rapprocheraient  plus  des 





l’ontogénie des  lymphocytes nTh17 semble être  indépendante de  la présence d’IL‐6 et /ou 












et  de  macrophages  au  niveau  des  sites  inflammatoires  des  voies  aériennes  à  partir  d’un 
modèle d’hypersensibilité à l’OVA. (Tanaka et al. 2009). En effet, les souris RAG‐/‐, déficientes 




L’existence  de  deux  lignages  cellulaires  T  parallèles,  les  cellules  naturelles  et  les  cellules 
induites, pourrait suggérer un nouveau paradigme qui définirait des mécanismes  inhérents 













Plusieurs  populations  lymphocytaires  T  se  développent  dans  le  thymus,  notamment 
certaines  populations  naturelles  comme  les  lymphocytes  iNKT,  les  lymphocytes  Tγδ  et  les 







La protéine adaptatrice SAP est  indispensable au développement des  lymphocytes  iNKT et 
régule  l’acquisition  des  capacités  de  production  d’IL‐4  et  d’IFN‐γ.  Notre  laboratoire  ayant 
révélé  l’existence  des  lymphocytes  iNKT  RORγtpos  producteurs  d’IL‐17,  nous  nous  sommes 
intéressés  au  rôle  potentiel  de  SAP  dans  la  différenciation  et/ou  dans  l’acquisition  des 
propriétés fonctionnelles des lymphocytes iNKT17. 
 
II  –  Quelles  sont  les  propriétés  fonctionnelles  des  lymphocytes  T  RORγtpos  matures 
identifiés dans le thymus ? 
Nos  études  sur  les  lymphocytes  iNKT17  nous  ont  permis  de  détecter  une  population 
lymphocytaire  T mature  et  fonctionnelle  au  niveau  du  thymus.  Plusieurs  rapports  récents 
ont également décrit une sous‐population naturelle des lymphocytes Th17 producteurs d’IL‐
17,  dont  le  développement  diffère  de  celui  des  lymphocytes  Th17  induits.  Nous  nous 












Ly5.1  âgées  de  six  à  huit  semaines  sont  élevées  dans  l’animalerie  du  CNRS  UMR  8147,  dans  un 
environnement  exempt  de  pathogènes  spécifiques,  avec  libre  accès  à  l’eau  et  à  la  nourriture.  Les 
souris Rorc(γt)‐Gfptg et IL‐6‐/‐‐ Rorc(γt)‐Gfptg ont été données par Gérard Eberl de l’Institut Pasteur de 
Paris.  Les souris Sap‐/‐ Vα14‐Tg, Sap+/+ Vα14‐Tg, Sap‐/‐Vα14TG  rorc(γt)‐EgfpTG et Sap+/+Vα14TG  rorc(γt)‐
EgfpTG  ont  été  obtenues  grâce  à  notre  collaboration  avec  Sylvain  Latour  (INSERM  U768,  Hôpital 
Necker, Paris).  Les  souris Germ‐free Rorc(γt)‐Gfptg  (Institut Pasteur de Paris)  sont obtenues à partir 
d’une  colonie  exempte  de  pathogène  spécifique  (SPF)  par  césarienne  suivie  d’une  adoption  des 








Transfert  adoptif  des  cellules  T  CD4pos  CD44low :  Les  cellules  CD4pos  CD44low  isolées  à  partir  des 
cellules  spléniques  de  souris  C57Bl/6J  sauvages  Ly5.2  sont  injectées  par  voie  rétro‐orbitale  à  des 
souris  receveuses Rag‐/‐  Ly5.1.  Les  lymphocytes  T  CD4pos  naïfs  ont  été  enrichis  par  déplétion  des 
cellules CD8pos et CD19pos à l’aide de billes magnétiques (voir ci‐après). Une fois les cellules enrichies, 
elles  sont  alors  triées  électroniquement  après  marquage  de  surface  (TT‐CD1d‐APC,  CD4‐APC‐H7, 
CD8‐PB, CD44‐PECy7)  (voir ci‐après). Un total de 3 x 106 cellules en 150ul sont  injectées aux souris 
receveuses.  Après  10  jours,  les  thymus,  rate  et  ganglions  périphériques  (inguinaux,  axillaires, 



























Activation  des  cellules  iNKT  in  vitro :  Les  cellules  iNKT  sont  mises  en  culture  en  présence  de 





Activation  des  lymphocytes  T  CD4pos:  Les  cellules  triées  électroniquement  (105  cellules  par  puits) 
sont mises en culture en RPMI complet et en présence d’anti‐CD3 (1 µg/mL) et d’anti‐CD28 (1 µg/mL) 
dans des plaques 96 puits à fond rond pendant 2 jours à 37°C. Les anticorps purifiés anti‐CD3 et anti‐










au  fond des puits  pendant  1h  à  37°C. A  J4,  les  cellules  différenciées  sont  ensuite  lavées, mises  au 
repos pendant 1 journée en présence d’IL‐2 (20 ng/mL) puis sont restimulées à J5 avec un anti‐CD3 
fixé sur plaque en présence ou non d’IL‐23 (10 ng/mL) et d’IL‐1β (10 ng/mL). 
Stimulation  des  cellules :  Pour  analyser  la  production  cytokinique  des  différents  lymphocytes 
d’intérêt, les suspensions cellulaires enrichies ou non sont stimulées pendant 4h en RPMI complet en 
présence  de  10‐8  M  de  PMA  (Phorbol  12‐myristate  13‐acetate),  de  10‐6  M  d’ionomycine  et  de  2 
µg/mL de bréfeldine A (tous provenants de Sigma‐aldrich), additionné ou non d’IL‐23 (10 ng/mL) et 
d’IL‐1β  (10  ng/mL).  Après  4h,  les  cellules  sont  lavées  et  resuspendues  en milieu  adéquat  pour  le 
marquage extracellulaire et intracellulaire. 
Stimulation  « LPS » :  Les  suspensions  cellulaires  d’intérêt sont  incubées  pendant  16h  avec  les 
surnageants  de  cellules  dendritiques  dérivées  de  la  moelle  osseuse  (BMDCs)  préalablement 
stimulées  6h  avec  du  LPS  (100  ng/mL)  ou  du milieu,  ou  avec  des  anticorps  anti‐CD3  +  anti‐CD28 
(1ug/mL  chacun)  préalablement  fixés  en  plaques  96  puits  à  fond  rond  comme  contrôle.  De  la 
bréfeldine A (2 µg/mL) est ajoutée durant les 3 dernières heures. Les BMDCs ont été obtenues après 



















marqué  (24G2),  servant  à  bloquer  les  récepteurs  des  fragments  constants  des  immunoglobulines, 
pendant 30 minutes à 4°C et dans l’obscurité. Les cellules sont ensuite  lavées avec du tampon Fluo 
puis  elles  peuvent  être  réincubées  avec  une  autre  série  d’anticorps,  ou  resuspendues  dans  un 
tampon de fixation (PBS Fluo + 1% Formol) puis distribuées en tubes FACs de 5 mL pour l’analyse au 
cytomètre. 
Marquage  intracellulaire :  Après  le  marquage  extracellulaire,  les  cellules  sont  fixées  5  minutes  à 
température  ambiante  avec  du paraformaldéhyde 4%  (PFA =  PBS  1X  +  PFA,  40 mg/mL).  Elles  sont 





marquées  en  surface  comme  décrit  précédemment.  Le  marquage  intracellulaire  du  facteur  de 
transcription  PLZF  ou  de  l’isotype  contrôle  igG,  sont  réalisés  avec  le  kit  IntraPrep  de  Beckman 
Coulter, puis les cellules sont resuspendues dans un tampon de fixation (PBS Fluo + 1% Formol) avant 
passage au FACs. 
Enrichissement  cellulaire :  Les  cellules  thymiques,  spléniques  et  ganglionnaires  sont  enrichies  en 
cellules  iNKT,  T  CD4pos  et  Tγδ  par  déplétion  des  cellules  CD8pos  et/ou  CD19pos  et/ou  CD62Lpos.  Les 
suspensions cellulaires sont incubées avec les anticorps purifiés correspondants pendant 30 minutes 
à  4°C,  lavées  puis  incubées  avec  des  billes  magnétiques  recouvertes  d’immunoglobulines  anti‐rat 
(Bio‐Adembeads, Ademtech) selon  les  recommandations du producteur. Les suspensions cellulaires 
sont  alors  passées  sur  un  aimant  qui  va  permettre  d’éliminer  les  cellules  ayant  fixées  les  billes 
magnétiques. Les suspensions enrichies sont récupérées et resuspendues dans le milieu adéquat. 
Tri  électronique,  acquisition et  analyse :  Les  cellules  ont  été marquées  en  tampon PBS 2% SVF et 
leur concentration a été ajustée à 40.106 cellules/mL pour le tri cellulaire. Après le tri les cellules ont 
été récupérées dans la même tampon. Les tris électroniques ont été effectués sur un FACS Aria II (BD 
Biosciences)  de  la  plateforme  de  cytométrie  de  l’Institut  de  Recherche  Necker  Enfants  Malades 
(IRNEM) grâce à Jérôme Mégret, Corinne Cordier‐Garcia (IRNEM) et Séverine Diem (UMR 8147).  









Le dosage des cytokines  IL‐17,  IL‐22,  IL‐4 et  IFN‐γ  se  fait par  la  technique d’ELISA (« Enzyme‐Linked 
ImmunoSorbent Assay ») selon les notices du producteur pour l’IL‐4, l’IL‐22, l’IL‐17 (Kit Duoset, R&D 
Systems),  et  pour  l’IFN‐γ,  nous  utilisons  des  anticorps  purifiés  dans  notre  laboratoire  (AN18  pour 
l’anticorps  de  capture,  2  pg/mL  final ;  R46A2  pour  l’anticorps  de  détection,  1  µg/mL  final).  Les 
anticorps de capture sont dilués au 1/1000ème dans du PBS 1X puis sont fixés dans des plaques ELISA 
(50 µL par puits) toute la nuit à 4°C à l’obscurité. Les étapes suivantes se dérouleront à température 
ambiante. Une  saturation est ensuite  faite,  afin de bloquer  les  sites aspécifiques, avec du PBS‐BSA 
(PBS 1X, BSA= Bovine Serum Albumine 1/100ème) pendant 1h (50 µL par puits). Trois lavages au PBS 





BSA, déposés dans  les plaques (50 µL par puits) et  laissés  incuber pendant 1h. Les plaques sont de 



































Les  cellules  Natural  Killer  T  invariantes  (iNKT)  sont  fonctionnellement  divisées  en  deux  sous‐
populations matures bien distinctes : les cellules iNKT RORγtneg productrices d’IL‐4 et les cellules iNKT 
RORγtpos  productrices  d’IL‐17  (Bendelac.  2007 ;  Michel  et  al.  2007  et  2008).  « SLAM‐associated 
protein »  (SAP)  est  une  petite  protéine  adaptatrice  s’associant  à  une  famille  d’immuno‐récepteurs 
SLAM transducteurs de signal  intracellulaire. SAP joue un rôle essentiel dans  le développement des 
deux sous‐populations de cellules  iNKT puisque  les déficiences en SAP chez  la souris  (Sap‐/‐) et Xiap 
chez l’Homme entraîne l’absence de lymphocytes iNKT et une déficience de la réponse de type Th2 
















Ensuite,  nous  avons  effectué  une  étude phénotypique de  ces  souris,  dans  le  but  de  déterminer  la 
fréquence  des  cellules  iNKT  dans  les  différents  organes.  Nous  avons  observé  que  ces  souris 
transgéniques Sap+/+ Vα14‐Tg et Sap‐/‐ Vα14‐Tg développent des proportions significatives de cellules 
iNKT  par  rapport  à  des  souris  sauvages.  Ces  cellules  sont  présentes  au  niveau  des  organes 












































des  taux  élevés d’IL‐17  (Fig.  4C  et D),  confirmant  les  résultats  obtenus  avec  les  cellules  non  triées 






















permettant  la  distinction  des  lymphocytes  iNKT17  (Michel  et  al.  2008).  En  conséquence  et  afin  de 
mieux caractériser les sous‐populations de cellules iNKT, c’est‐à‐dire les cellules iNKT17 et les cellules 
iNKT  conventionnelles,  nous  avons  croisé  les  souris  Sap‐/‐  Vα14‐Tg  avec  des  souris  rorc(γt)‐EgfpTG 
(Sawa et al. 2010), et avons obtenu des souris Sap‐/‐Vα14TG rorc(γt)‐EgfpTG (nommées par la suite Sap‐
/‐ Vα14Tg‐ROR(γt)‐Egfp) (Fig. 5). Ces nouvelles souris triple mutantes vont nous permettre d’analyser 





L’étude  phénotypique  montre  que  la  fréquence  des  cellules  iNKT17  RORγtpos  est  très  fortement 
accrue  chez  les  souris  Sap‐/‐  Vα14Tg‐ROR(γt)‐Egfp,  comparativement  aux  souris  Sap+/+  Vα14Tg‐
ROR(γt)‐Egfp.  Au  niveau  des  ganglions  périphériques,  la  fréquence  des  cellules  iNKT  RORγtpos,  est 
multipliée par 2, alors qu’au niveau du thymus, de la rate et du foie, elle est multipliée par 10 (Fig. 6). 










Nos  résultats  montrent  que  les  cellules  iNKT  RORγtneg  produisent  de  l’IL‐4  chez  les  souris  Sap+/+ 
Vα14Tg‐ROR(γt)‐Egfp, mais que chez  les souris Sap‐/‐ Vα14Tg‐ROR(γt)‐Egfp, ces mêmes cellules sont 
incapables  de  sécréter  de  l’IL‐4.  Par  ailleurs,  chez  les  souris  Sap+/+  Vα14‐Tg‐ROR(γt)‐Egfp,  les  sous‐




ROR(γt)‐Egfp.  Les  résultats montrent  que  ce  n’est  pas  le  cas  puisque  les  pourcentages  de  cellules 
produisant de l’IL‐17 sont équivalents chez les deux types de souris (environ 6% dans la rate et 10% 
dans  les ganglions  lymphoïdes)  (Fig. 7). Cela  indique que  l’augmentation d’IL‐17 observée n’est pas 
due à une augmentation de production cellulaire mais est bien due à une accumulation des cellules 

















développement  des  cellules  iNKT  conventionnelles  productrices  d’IL‐4  alors  qu’elle  n’est  pas 
nécessaire  au  développement  des  cellules  iNKT  RORγtpos  productrices  d’IL‐17  (Fig.  7).  Notre 
hypothèse est que le signal transduit par la liaison des récepteurs SLAM, lors de la sélection positive, 







Ainsi  nos  données  suggèrent  que  la  voie  de  signalisation  induite  par  la molécule  SAP  joue un  rôle 













L’IL‐17  est  une  cytokine  pro‐inflammatoire  produite,  notamment,  par  des  cellules  T  non 
conventionnelles, émigrant du thymus complètement différenciées. Il s’agit des lymphocytes iNKT17, 
des lymphocytes Tγδ CD27neg et des lymphocytes Th17 naturels nouvellement décrits. 
Nos  travaux  ont  permis  de mettre  en  évidence  une  population  de  lymphocytes  T  CD4pos  RORγtpos 
mature  et  fonctionnelle  au  niveau  du  thymus  (CD44high)  puisqu’elle  est  capable  de  produire  de 
l’interleukine  17  en  réponse  à  une  stimulation  du  TCR.  Cette  population  est  bien  distincte  des 






inné  comme  les  cellules  Tγδ.  L’IL‐23  et  l’IL‐1β  sont  des  cytokines  produites,  notamment,  par  les 
cellules dendritiques en réponse aux PAMPs et à l’activation des TLR, dont le TLR4. Nous avons donc 
testé  l’effet des produits de stimulation des BMDCs, obtenus  in vitro,  sur  les  lymphocytes T CD4pos 
RORγtpos  CD44high  et  nous  avons  mis  en  évidence  que  ces  cellules  peuvent  alors  produire  très 
rapidement de l’IL‐17 et de l’IL‐22. Nous avons également confirmé le rôle des cytokines IL‐23 et IL‐
1β sur l’activation des lymphocytes T CD4pos RORγtpos CD44high par l’ajout d’anticorps neutralisants. De 
plus,  l’injection  de  LPS  à  des  souris  sauvages  a  également  suffit,  en  seulement  3h,  à  induire  la 
production d’IL‐22 associée à l’IL‐17 par les lymphocytes T CD4pos RORγtpos CD44high. 
Nous  avons  ensuite  confirmé  la  présence  et  la  fonctionnalité    des  lymphocytes  T  CD4pos  RORγtpos 
CD44high naturels en périphérie, dans les ganglions lymphoïdes, la rate et le foie. Dans l’hypothèse où 










souris  receveuses  RAG‐/‐.  Les  lymphocytes  Th17  différenciés  de  novo  sont  fonctionnels  mais 
incapables  de  répondre  aux  surnageants  des  BMDCs  stimulés  par  le  LPS.  De  plus,  au  vu  de 
l’importance  de  la  flore  intestinale  pour  le  développement  des  lymphocytes  Th17  conventionnels, 
nous avons testé l’effet des surnageants des BMDCs stimulés par le LPS sur les lymphocytes Th17 de 
la  lamina  propria  intestinale. Nous  n’avons  pas  observé  de  réponse  de  la  part  des  lymphocytes  T, 
suggérant  que  les  lymphocytes  T  CD4pos  RORγtpos  CD44high  naturels  sont  bien  distincts  des 
lymphocytes Th17 conventionnels. Pour compléter cette observation, nous avons analysé l’influence 
de  l’IL‐6  sur  le  développement  des  lymphocytes  T  CD4pos  RORγtpos  CD44high  naturels  et  nous  avons 
démontré que la fréquence de ces cellules dans le thymus est identique chez les souris déficientes en 
IL‐6 comparativement aux souris sauvages.  
Il  a  été  décrit  que  le  facteur  de  transcription  PLZF  n’est  pas  seulement  important  pour  le 
développement  des  lymphocytes  iNKT  (Cf.  Introduction),  mais  qu’il  participe  également  à  la 
différenciation  des  lymphocytes  T  conventionnels.  Ainsi  PLZF  est  directement  associé  à 
l’augmentation de  la  fréquence des  lymphocytes  T CD44hi mémoire/effecteurs  en périphérie,  nous 
avons déterminé la présence de ce facteur dans les lymphocytes T CD4pos RORγtpos CD44high naturels. 
Nos résultats montrent que PLZF est exprimé par les lymphocytes T CD4pos RORγtpos CD44high naturels 







Th17  induits  (ou  conventionnels)  et  les  lymphocytes  T  CD4pos  RORγtpos  CD44high  PLZFpos  naturels, 
assimilables aux lymphocytes Th17 naturels décrits récemment. Nos résultats démontrent clairement 
une nouvelle caractéristique primordiale des lymphocytes Th17 naturels, c’est‐à‐dire leur capacité à 
répondre  très  rapidement  à  des  stimuli  pro‐inflammatoires.  Nous  établissons  également  que 
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Abbreviations: PI (PMA plus ionomycin), RORγt (retinoic acid receptor-related orphan 
receptor γt), PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) 
Abstract  
Interleukin 17A (IL‐17) and IL‐22 are produced by Th17 cells and have an indispensable role in 
inflammatory  responses.  Naïve  CD4pos  T  cells  require  a  polarization  process  to  generate  effector 
Th17. Using RORγt‐gfp mice, we identified naturally occurring thymic RORγtposCD4posCD44highTCRαβpos 
cells that produce high levels of IL‐17 as early as 4h of stimulation with anti‐CD3 plus anti‐CD28. They 
require  IL‐23 during  this  brief  time  to  secrete  IL‐22.  In  contrast  to  conventional  Th17  lymphocytes 




nodes.  Another  distinct  feature  of  this  cytokine‐responsive  RORγtposCD4posCD44high  T  cells  is  their 
absence from the gut, whereas conventional Th17 cells are currently detected. It is noteworthy that 
3h  following  in  vivo  TLR4  agonist  administration  suffices  to  reveal  their  cytokine  secretory  ability. 
Collectively,  these  results  demonstrated  that  IL‐17  and  IL‐22  naturally  occurring 
RORγtposCD4posCD44highTCRαβposPLZFpos  T  cell  producers  promptly  respond  to  pro‐inflammatory 







Several  types of  functionally distinct T  cell  subsets develop  in  the  thymus. They are mainly 
composed of conventional naïve CD4 and CD8 T cells with a highly diverse TCR repertoire recognizing 
peptides in the context of classical MHC class II or class I molecules, respectively (Nikolich‐Zugich et 
al.,  2004;  Klein  et  al.,  2009;  Carpenter  and  Bosselut.  2010).  In  peripheral  lymphoid  organs,  naive 
CD4pos  T  lymphocytes  differentiate  into  effector  cells  upon  stimulation,  thus  enabling  them  to 
produce  cytokines,  such  as  IFN‐γ,  IL‐4  or  IL‐17A  (or  IL‐17)  (Zhu  et  al.,  2010;  Locksley,  2009).  The 
process  of  Th1,  Th2  or  Th17  differentiation  requires  several  days  and  the  presence  of  antigens, 
specific  cytokines and  transcription  factors  (Mucida and Cheroutre, 2010; Paul  and Zhu, 2010; Cua 
and Tato, 2010), which render mature cells responsive to a second antigen stimulation. By contrast, 
some  T  cells  leave  the  thymus  fully  differentiated,  ready  for  cytokine  secretion  without  further 
polarization.  The  typical  representatives  of  these  “non‐conventional”  T  cells  are  invariant  Natural 
Killer T (iNKT), γδ T and natural Th17 (nTh17) cells (Michel et al., 2007, 2008; Ribot et al., 2009; Marks 
et  al.,  2009;  Kim  et  al.,  2011).  IL‐17‐producing  iNKT  cell  subset  (iNKT17  cells)  (Michel  et  al.,  2007, 
2008; Moreira‐Teixeira et al., 2011) originates from a new thymic differentiation pathway dependent 
on  the  transcription  factor RORγt  (retinoic acid  receptor‐related orphan  receptor γt)  (Michel et al., 
2008).  Similar  to  iNKT17  cells,  CD27neg  γδ  T  cells  acquire  the  ability  to  secrete  IL‐17  during  their 
thymic development and are distinct from their CD27pos counterpart that produce IFN‐γ (Ribot et al, 
2009). Recently, a particular population of CD4pos T cells capable to produce IL‐17 was also described 
in  the  thymus  (Marks  et  al.,  2009;  Kim  et  al.,  2011).  They were  called  natural  Th17  (nTh17)  cells. 
Thymic  selection  of  nTh17  cells  depends  on  major  histocompatibility  complex  (MHC)  class  II  on 















TCRαβposCD4posCD8negCD44high  T  cells  express  the  transcription  factor  RORγt.  Actually,  this 
TCRαβposCD4posCD8negCD44high RORγtpos thymocytes are endowed with the ability to promptly secrete 
IL‐17.  These  naturally  occurring  RORγtpos  CD4pos  T  cells  require  IL‐23  to  co‐produce  IL‐22  and  are 





















The  transcription  factor  RORγt,  expressed  during  thymic  T  cell  development  by  immature 
thymocytes, is progressively lost during T cell maturation. We have characterized a distinct subset of 
RORγtpos  iNKT  cells  that  produce  high  levels  of  IL‐17,  the  iNKT17  cells  (Michel  et  al.,  2007,  2008). 








could  include  iNKT cells,  thus we always  take care  to exclude CD1dtetramerpos cells  in our analysis. 
We found that up to 10% of mature TCRαβposCD4posCD8negCD44highCD1dtetramerneg thymocytes, that 
representing around 1% of total thymocytes, expressed RORγt (Fig. 1 A). Thus, these results suggest 
that a population of mature CD4posTCRαβposCD1dtetramerneg  thymocytes, similar  to  IL‐17‐producing 
iNKT17  cells  (Michel  et  al.,  2008),  could  be  present  in  the  thymus.  This  was  the  case  since 
electronically  sorted  RORγtpos  TCRαβposCD4posCD8negCD44highCD1dtetramerneg  thymocytes  produced 
IL‐17 when stimulated by coated anti‐CD3 plus anti‐CD28 mAb (Fig. 1 B).  IL‐17 was not detected  in 
the  supernatants  of  any  corresponding  RORγtneg  counterparts  (Fig.  1  B).  These  findings  clearly 
demonstrated that RORγtposTCRαβposCD4posCD8negCD44high CD1dtetramerneg thymocytes are functional 
and  full  capable  to  secrete  IL‐17.  Henceforth,  naturally  occurring  IL‐17‐producing 









secreting  either  IL‐17  or  IL‐22  (Eyerich  et  al.,  2010;  Spits  and  Di  Santo,  2011),  raise  the  question 
whether natural RORγtposCD4posCD44high  cells also co‐secrete  IL‐22. To address  this  issue, we sorted 
TCRαβposCD4posCD8negCD44highCD1dtetramerneg  into  RORγtpos  and  RORγtneg  thymic  T  cells  ex  vivo 























As  a  rule,  conventional  T  cells  can  produce  IL‐17  and  IL‐22  once  they  have  undergone  Th17 
polarization and  in  response  to TCR cross‐linking.  In  this  respect,  they differ  from  innate  lymphoid 
cells  as  γδ  T  cells  that  secrete  IL‐17  in  response  to  IL‐1β  plus  IL‐23  (Sutton  et  al.,  2009). Here, we 
found that RORγtposCD4posCD44high thymocytes (Fig. 1 D) produce IL‐17 and IL‐22 as early as 4h of IL‐
23  plus  IL‐1β  stimulation.  IL‐23  alone  had  no  significant  effect  on  the  induction  of  cytokine 
production  by  RORγtpos  sCD4posCD44high  cells.  No  cytokine  production  was  detected  among  gated 
RORγtneg cells (Fig. 1 D). 
 
RORγtposCD4posCD44high  thymic  T  cells  are proned  to produce  IL‐17  and  IL‐22  in  response  to  TLR4 
agonist stimulation. 
IL‐1β and IL‐23 are secreted by dendritic cells in response to PAMPs, including TLRs agonists 
(Higgins  et  al.,  2006;  Kastelein  et  al.,  2007).  To  analyze  the  possible  stimulation  of 
RORγtposCD4posCD44high  cells by endogenous  inflammatory cytokines, we  first  tested  the capacity of 
culture  supernatants  from  TLR4  agonist‐stimulated  BMDCs  to  induce  cytokine  production  by 
RORγtposCD4posCD44high cells. We found that these supernatants were fully capable to induce both IL‐
17 and  IL‐22 production by  thymic RORγtposCD4posCD44high cells  (Fig 1 E). Noteworthy, no PMA plus 
ionomycin,  polyclonal  TCR  complex  stimulation  as  anti‐CD3 mAbs  or  antigens  were  used  in  these 
















when stimulated by PMA,  ionomycin plus  IL‐23,  IL‐1β plus  IL‐23 (Sup Fig 1 B) or supernatants from 





plus  IL‐23  stimulation was  inherent  to Th17 cells. However,  this was not  the case,  since Th17 cells 
differentiated  in vitro from naïve CD4posCD44negCD62Lpos T and further stimulated with IL‐1β plus IL‐
23 generated no detectable  IL‐17 (Fig 2 B). They are competent to secrete  IL‐17 following anti‐CD3 
plus  anti‐CD28  stimulation  showing  their  functionality  (Fig  2  B).  A  possibility  is  that  in  vitro  Th17 
differentiation is not enough to acquire the ability to respond to IL‐1β plus IL‐23 stimulation. In order 
to solve this question, we electronically sorted naïve CD4posCD44negCD62LposLy5.1neg T cells ant then 
adoptively  transferred  them  to  Rag‐/‐  Ly5.1pos    mice.  Ten  days  later,  CD4posLy5.1neg  cells  were 
stimulated with anti‐CD3 plus anti‐CD28 or TLR conditioned supernatants. As expected,  in response 








when  stimulated with  TLR  conditioned  supernatants  (Fig  2  E).  As  a  positive  control,  lymph  nodes 
CD4posCD44posLy5.1neg    from  WT  mice  secreted  IL‐17  and  IL‐17  plus  IL‐22  following  PMA  plus 
ionomycin  or  with  TLR  conditioned  supernatants  (Fig  2  F,  G  and  H).  These  findings  clearly 
demonstrated that  in our conditions naïve CD4pos T cells differentiated into Th17 cells, both  in vitro 
and in vivo, were unable to produce IL‐17 or IL‐22 in response to TLR conditioned supernatants.  




were  unable  to  secrete  these  cytokine  in  response  to  TLR  conditioned  supernatants  (Fig  2  I).  The 
supernatant was  efficient  in  the  system  since  it  was  capable  to  induce  IL‐22  production  by  gated 




nTh17  cells  were  present  at  similar  frequency  among  gated  CD4posCD44posCD8negCD1dtetramerneg 
cells  from  the  thymus  of  germ‐free‐RORγt‐gfp  and  SPF‐RORγt‐gfp  mice  (Fig  2  J).  Similarly,  their 
frequency was maintained in IL‐6‐/‐ RORγt‐gfp mice compared to controls (Fig 2 K). Previous studies 
reported  the  influence  of microbiota  and  IL‐6  on  the  peripheral  development  of  naïve  T  cells  into 



















activation  suggesting  that  PLZF  expression  could  characterize  innate  T  cell  functions. Moreover,  a 
previous report suggested that transgenic PLZF T cells produced significantly increased levels of IL‐17, 
but the source of IL‐17 was not completely analyzed (Kovalovsky et al., 2010). Here we reported that 
thymic  and  lymph  nodes  RORγtposCD4posCD44high  cells  express  higher  level  of  PLZF  than  their 











RORγtposCD4posCD44high  cells  are  proned  to  produce  IL‐17  and  IL‐22  in  response  to  in  vivo  TLR4 
agonist stimulation. 
To  analyze  the  possible  stimulation  of  RORγtposCD4posCD44high  cells  by  in  vivo  inflammatory 






to  inflammatory  responses  observed  in  autoimmune  or  allergic  disease.  In  this  context,  TLRs 
stimulation  can  induce  IL‐17  production  by  promoting  Th17  differentiation  (Mills,  2011).  Our  data 
indicate  that  naturally  occurring  RORγtposCD4posCD44high  T  cells  could  constitute  a  non  negligible 
source  of  IL‐17  and  IL‐22  that  will  influence  the  inflammatory  responses  observed  in  these 
pathologies. 
We  cannot  exclude  the  possibility  that  RORγtposCD4posCD44high  T  cells  described  here  are 
similar  to  the  previously  described  nTh17  cells  (Tanaka  et  al.  2009; Marks  et  al.  2009;  Kim  et  al. 




on  the  understanding  of  the  mechanisms  implicated  in  the  stimulation  of  these  cells  and  their 
potential  role  in  inflammatory  process  and  propose  that  both  antigen  recognition  and  innate 
inflammatory stimuli should be considered when proposing new treatments involving Th17 cells. This 







define  a  previously  unknown  paradigm,  namely  the  evidence  for  a  mechanism  of  thymic 








and C57BL/6J male mice bred  in our  facility or purchased  from Janvier  (Les Genest St.  Isle, France) 





Cell preparation. Lymphocytes were isolated from the liver, spleen or lymph nodes as 




eBioscience).  For  intracellular  staining,  cells  were  fixed  using  IntraPrep  kit  (Beckman  Coulter), 
according  to  the  manufacturer’s  protocols,  or  in  4%  PFA,  washed,  and  permeabilized  with  0.5% 
saponin  (Sigma‐Aldrich),  then  incubated  with  anti‐IL‐17‐PerCP‐Cy5.5  or  APC  and  anti‐IL‐22‐PE  or 
PerCPeFluor710  or  isotype  controls  (eBioscience  or  R&D  Systems)  and  anti‐GFP‐FITC  Mab 











Pharmingen,  eBioscience)  and  distinct  RORγtpos  and  RORγtneg  cell  subsets  were  sorted  using  a 





R&D Systems  kits.  In  parallel,  T  cells were  stimulated  for  4h with  10‐8 M phorbol  12‐myristate  13‐
acetate  (PMA), 10‐6 M  ionomycin  in  the presence of 2µg/ml of brefeldin A  (all  from Sigma‐Aldrich) 
with or without  IL‐23  (10ng/ml) and/or  IL‐1β  (10ng/ml)  (R&D Systems). Cells were then stained for 
intracellular cytokine detection.  
In  another  set  of  experiments,  enriched  CD4posCD44pos  cells  were  incubated  for  16  h  with 
supernatants of bone marrow‐derived dendritic cells (BMDCs). Brefeldin A was added during the last 
3  h.  To  obtain  BMDCs  supernatants,  these  cells  were  previously  stimulated  for  6  h  with 
lipopolysaccharides (LPS, K235, Sigma‐aldrich) at 100 ng/ml, or medium. BMDCs were obtained after 
culture with GM‐CSF  (PeproTech) at 2 ng/ml  for 6 days.  In some experiments, anti‐IL‐1β  (10µg/ml) 
and anti‐IL‐23 (10µg/ml), from eBioscience, were added to the stimulation of CD4posCD44pos cells with 
BMDCs supernatants. 
Isolation of  lamina proprial  lymphocytes. After cleaning, cutting open  lengthwise, and rinsing with 
PBS,  the  small  intestine was  cut  into 2‐inch  segments.  Epithelial  cells were  removed by  sequential 
shaking in EDTA‐containing PBS solutions. The remaining tissue was digested at 37°C in T cell media 







Th17  differentiation  and  stimulation. Naive  CD4posCD62LhighCD44low  T  cells  were  electronically  sorted 
from  the  spleen  and  then  cultured  for  72h with  coated  anti‐CD3  and  anti‐CD28  in  Th17  conditions 
(TGF‐β  (2  ng/ml),  TNFα  (10  ng/ml),  IL‐1β  (10  ng/ml)  and  IL‐6  (20  ng/ml),  all  from  R&D  Systems). 
Differentiated  Th17  cells  were  then  washed,  rested  overnight  and  further  stimulated  with  coated 
anti‐CD3 plus anti‐CD28 or IL‐23 plus IL‐1β for 72h and cytokine production was further measured in 
the supernatants by ELISA. 
In  vivo  stimulation. Mice  were  injected  intraveinously  with  LPS  at  25  µg  per  mouse  or  control 




Adoptive  transfer  of  CD44lowCD4+ T  cells.  CD44lowCD4+ cells were  isolated  from  the  spleen of wild‐
type  Ly5.2  (WT)  donors  and  injected  through  the  retro‐orbital  route  into Rag−/− Ly5.1  recipients. 
Naive CD4+ T  cells were enriched by depleting CD8pos, CD19pos  cells  labeled with  the corresponding 
mAbs  (BD  Pharmingen)  and  with  anti‐rat  Ig‐coated  magnetic  beads  (Bio‐Adembeads,  Ademtech), 
according  to  the  manufacturer’s  protocols.  Depleted  populations  were  then  stained  with  CD1d‐
tetramer‐APC  (provided  by NHI  tetramer  facilities),  anti‐CD4‐APC‐H7,  anti‐CD8‐eFluor450  and  anti‐
CD44‐PECy7  (BD  Pharmingen,  eBioscience),  then  cells  were  sorted  using  a  FACSAria  cell  sorter 
(Becton  Dickinson).    A  total  of  3  ×  106  cells  in  150  µl  NaCl  was  injected  into  age‐matched Rag−/− 
Ly5.1 hosts.  After  10  days,  thymus,  spleen  and  lymph  nodes  were  collected.  Homogenates  were 
incubated for 16 h with supernatants of bone marrow‐derived dendritic cells (BMDCs), as previously, 
or  anti‐CD3  plus  anti‐CD28.  Transferred  cells  were  distinguished  using  anti‐Ly5.1‐PE  (eBioscience), 
and IL‐22 and IL‐17 production was assessed by intracellular staining and flow cytometry. 


























Cua, D.  J., C. M. Tato. 2010.  Innate  IL‐17‐producing cells:  the  sentinels of  the  immune system. Nat 
Rev Immunol 10:479‐489. 
Eyerich,  S.,  K.  Eyerich, A.  Cavani,  and C.  Schmidt‐Weber.  2010.  IL‐17  and  IL‐22:  siblings,  not  twins. 
Trends Immunol 31:354‐361. 
Higgins,  S.C.,  A.G.  Jarnicki,  E.C.  Lavelle,  and  K.H.  Mills.  2006.  TLR4  mediates  vaccine‐induced 
protective  cellular  immunity  to  Bordetella  pertussis:  role  of  IL‐17‐producing  T  cells.  J  Immunol 
177:7980‐7989. 
Ivanov, II, B.S. McKenzie, L. Zhou, C.E. Tadokoro, A. Lepelley, J.J. Lafaille, D.J. Cua, and D.R. Littman. 
2006.  The  orphan  nuclear  receptor  RORgammat  directs  the  differentiation  program  of 
proinflammatory IL‐17+ T helper cells. Cell 126:1121‐1133. 
Ivanov, II, L. Frutos Rde, N. Manel, K. Yoshinaga, D.B. Rifkin, R.B. Sartor, B.B. Finlay, and D.R. Littman. 








Korn,  T.,  E.  Bettelli,  M.  Oukka,  and  V.K.  Kuchroo.  2009.  IL‐17  and  Th17  Cells.  Annu  Rev  Immunol 
27:485‐517. 
Kovalovsky,  D,  E.S.  Alonzo,  O.U.  Uche,  M.  Eidson,  K.E.  Nichols,  D.B  Sant'Angelo  DB.  2010.  PLZF 

















Dy,  M.  C.  Leite‐de‐Moraes.  2007.  Identification  of  an  IL‐17‐producing  NK1.1(neg)  iNKT  cell 
population involved in airway neutrophilia. J Exp Med 204:995‐1001. 
Michel, M. L., D. Mendes‐da‐Cruz, A. C. Keller, M. Lochner, E. Schneider, M. Dy, G. Eberl, M. C. Leite‐




L.  Rogge,  F.  M.  Ruemmele,  M.  Dy,  A.  Cordeiro‐da‐Silva,  M.  C.  Leite‐de‐Moraes.  2011. 
Proinflammatory  Environment  Dictates  the  IL‐17‐Producing  Capacity  of  Human  Invariant  NKT 
Cells. J Immunol 186:5758‐5765. 
Mucida, D., H. Cheroutre. 2010. The many face‐lifts of CD4 T helper cells. Adv Immunol 107:139‐152. 
Nikolich‐Zugich,  J., M. K.  Slifka,  I. Messaoudi.  2004.  The many  important  facets of  T‐cell  repertoire 
diversity. Nat Rev Immunol 4:123‐132. 
Paul, W.  E.,  J.  Zhu.  2010.  How  are  T(H)2‐type  immune  responses  initiated  and  amplified? Nat  Rev 
Immunol 10:225‐235. 














Spits,  H.,  and  J.P.  Di  Santo.  2011.  The  expanding  family  of  innate  lymphoid  cells:  regulators  and 
effectors of immunity and tissue remodeling. Nat Immunol 12:21‐27. 
Sutton, C.E., S.J. Lalor, C.M. Sweeney, C.F. Brereton, E.C. Lavelle, and K.H. Mills. 2009.  Interleukin‐1 
and  IL‐23  induce  innate  IL‐17  production  from  gammadelta  T  cells,  amplifying  Th17  responses 
and autoimmunity. Immunity 31:331‐341. 
Waisman,  A.  2012.    To  be  IL  again‐anti‐interleukin‐17  treatment  for  psoriasis.  N.  Engl.  J.  Med. 
366:1251‐1252. 








Fig.  1.  Tissue  distribution  of  and  cytokine  production  by  RORγtposCD4posCD44high  T  thymic  cells. 
Distribution of RORγtpos cells among gated CD1d tetramerneg TCRγδneg TCRαβpos CD4pos CD8neg CD44high 
T  cells  recovered  from  thymus  (A)  of  Rorc(γt)‐Gfp  mice.  Data  are  representative  of  three  to  five 
independent  experiments,  n=3.  Percentages  of  each  subset  are  indicated  in  quadrants.  Ex  vivo 
mononuclear cells from thymus (B) were electronically sorted into CD1d tetramerneg TCRαβpos CD4pos 
CD8neg  CD44high  RORγtpos  or  RORγtneg  T  cells.  These  sorted  RORγtpos  and  RORγtneg  fractions  were 
stimulated  with  coated  anti‐CD3  plus  anti‐CD28  mAb  for  72h.  IL‐17  was  measured  in  the 
supernatants. Data represent means ± s.e.m. from 3 to 8  individual experiments, pool 3 thymus by 
experiment. Sorted CD1d tetramerneg TCRαβpos CD4pos CD8neg CD44high RORγtpos (dark histograms) and 
RORγtneg  (light histograms)  thymic  (D)  T  cells were  stimulated with  coated anti‐CD3 plus  anti‐CD28 
mAb with or without IL‐23 for 72h. IL‐22 was measured in the supernatants. No IL‐22 was detected in 
unstimulated control supernatants (< 10 pg/ml). Data represent means ± s.e.m. from 3 to 4 individual 
experiments, pool 3 thymus or spleen by experiment.  (E)  Intracellular  IL‐17 and IL‐22 staining were 
performed after in vitro stimulation of freshly isolated thymocytes with PMA+ionomycin (PI), PI plus 














Fig.  2:  IL‐1β   plus  IL‐23  induce  IL‐17  and  IL‐22  production  by  naturally  occurring  TCRαβpos  CD4pos 





are  indicated  in  quadrants.  (B)  Naïve  electronically  sorted  CD62LposCD44negCD4pos  T  cells  were 
differentiated into Th17, as described in Material and Methods. Th17 cells the obtained were further 
stimulated  at  5x105  cells  per ml  with  anti‐CD3  plus  anti‐CD28  (positif  control),  IL‐1β  plus  IL‐23  or 
medium (negative control) for 72h. IL‐17 was measured in the supernatants. Data represent means ± 
s.e.m.  from 4  independent experiments, pool 3 mice per experiment.    (C  to E) Naïve electronically 
sorted CD62LposCD44negCD4posLy5.1neg T cells from wild‐type mice were adoptively transferred to Rag‐
/‐ Ly5.1pos mice as described in Material and Methods. Ten days later transferred cells were obtained 





(top  panels)  or  SN DC  +  TLR4  agonist  (bottom panels).  Plots were  first  gated  on  CD1d  tetramerneg 
TCRαβpos  CD4pos  CD8neg  cells  (not  shown)  then  on  CD44pos  RORγtpos  or  RORγtneg.  (J  and  K)  Dots 









Fig.  3:  PLZF  expression  by  naturally  occurring  TCRαβpos  CD4pos  CD8neg  CD44high  RORγtpos  cells. 
Distribution  of  isotype  control  (A)  or  PLZF  (B  to  D)  expressing  cells  gated  on  CD1d  tetramerneg 
TCRγδneg  TCRαβpos  CD4posCD8neg  CD44high  RORγtpos  (solid  lines)  or  RORγtneg  (dashed  lines)  cells.  Cells 
were  recovered  from  thymus  (B),  lymph  nodes  (A  and  C)  and  lamina  propria  (D).  Data  are 
representative of two independent experiments, n=4.  
 
Fig.  4:  In  vivo  TLR4  agonist  induced  cytokine  production  by  TCRαβpos  CD4pos  CD8neg  CD44high 
RORγtpos  cells.  (A  and B) Mice were  injected  i.v. with NaCl  or  TLR4  agonist  and  lymph nodes  cells 
were  recovered 3 h  later.  IL‐17  and  IL‐22 production by nTh17  cells were  analyzed by  intracellular 
staining after 3 h of  incubation  in presence of PMA/ionomycin and brefeldin A.  (C) Representative 
FACS profile  of  IL‐17  and  IL‐22 production on  gated nTh17  cells.  (D)  Percentages  of  IL‐17posIL‐22neg 

































































2007.  Les  lymphocytes  iNKT17  sont  caractérisés  par  l’absence  du  marqueur  NK1.1, 
l’expression du facteur de transcription RORγt et la production inhérente d’IL‐17 (Michel et 
al.  2007  et  2008).  Ces  travaux  avaient  également  permis  de  déterminer  qu’il  existe  deux 
voies de différenciation  thymiques bien distinctes :  la première dépendante de RORγt et à 
l'origine des lymphocytes iNKT17, et la deuxième indépendante de RORγt durant les étapes 
de  maturation  et  aboutissant  à  la  formation  des  lymphocytes  iNKT  producteurs  d’IL‐4  et 
d’IFN‐γ,  cellules  que  nous  appelons  iNKT  conventionnels.  Les  mécanismes  permettant  la 
détermination  des  deux  embranchements  n’étant  pas  encore  connus,  nous  nous  sommes 








Les  souris  transgéniques  développées  par  Sylvain  Latour  et  son  équipe  permettent  de 
contourner  l’étape  de  sélection  impliquant  les  récepteurs  SLAM  et  permettent  le 
développement  des  lymphocytes  iNKT  en  l’absence  de  SAP.  Après  avoir  vérifié  que  les 
lymphocytes  iNKT  des  souris  Sap‐/‐  Vα14‐Tg  et  Sap+/+  Vα14‐Tg  sont  en  proportions 









sont  anormaux  indiquant  que  le  développement  et  la  sélection  positive  des  lymphocytes 
iNKT  NK1.1pos  chez  ces  souris  transgéniques  ne  se  font  pas  correctement  (données  non 
montrées).  
Nos  expériences  de  cultures  et  de  stimulation  cellulaires  ont  contribué  à  confirmer  le  fait 
que la protéine SAP est nécessaire au développement précoce des deux sous‐populations de 
lymphocytes  iNKT,  mais  ont  également  permis  de  démontrer  que  SAP  est  strictement 
nécessaire au développement des  lymphocytes  iNKT conventionnels producteurs d’IL‐4, au 
stade  précoce  ainsi  que  lors  des  stades  de  maturation  plus  tardifs,  alors  qu’elle  est 




Figure  17 :  Modèle  d’implication  différentielle  de  SAP  dans  le  développement  des 
lymphocytes  iNKT.  Lorsque  la  protéine  adaptatrice  SAP  est  présente,  la  différenciation  des 












présence  de  SAP  est  décisive  pour  la  détermination  de  la  voie  empruntée  par  les 
lymphocytes iNKT DP immatures. Cela suggère que, en amont de SAP, le rôle des récepteurs 
SLAM  est  probablement  également  déterminant  pour  l’embranchement  entre  les  sous‐
populations  de  cellules  iNKT.  Ainsi,  on  peut  émettre  l’hypothèse  que  l’intensité  du  signal 
transduit  par  la  fixation  des  récepteurs  SLAM  lors  de  la  sélection  positive  pourrait  fournir 
une explication sur  la décision de  l’orientation vers  la voie conventionnelle ou vers  la voie 
annexe  productrice  d’IL‐17.  Certaines  cellules  iNKT  suivent‐elles  la  voie  conventionnelle, 
lorsque  le  signal  transduit  par  SLAM et  SAP est  fort,  et  la  voie  annexe productrice d’IL‐17 
lorsque le signal est faible ? L’absence de la protéine SAP entraînant une déficience sévère 
en  lymphocytes  iNKT  aussi  bien  chez  l’Homme  que  chez  la  souris  (Pasquier  et  al.  2005 ; 




la  fixation  et  donc  le  signal  sont  plus  ou  moins  prolongés.  Dans  l’hypothèse  où  le  signal 
pourrait  différer  selon  la  répartition des  récepteurs parmi  les  sous‐populations de  cellules 
iNKT,  nous  avons  établi  un  phénotype  de  l’expression  des  différents  récepteurs  SLAM 
(Ly108, Ly9, CD84, CD224, SLAM, CRACC) à la surface des cellules iNKT, selon l’idée que les 
lymphocytes  iNKT17 pourraient  exprimer préférentiellement d’autres  récepteurs  que  ceux 
décrits  dans  la  littérature  (Ly108  et  SLAM)  (Griewank  et  al.  2007 ;  Jordan  et  al.  2007). 
Toutefois  les  expériences  menées  sont  préliminaires  et  ne  nous  ont  pas  encore  permis 
d’établir  un  panel  d’expression  différentielle  des  récepteurs  SLAM  parmi  les  sous‐
populations de lymphocytes iNKT (données non montrées). 
 









Vβ7  (Bendelac  et  al.  2007),  si  les  lymphocytes  iNKT  NK1.1pos  RORγtneg  expriment 
préférentiellement  ce  domaine  et  si  les  lymphocytes  iNKT  NK1.1neg  RORγtpos  expriment 
davantage la chaîne Vβ2, chaîne la moins affine pour  le CD1d,  la fixation homotypique des 
récepteurs  SLAM  pourrait  en  être  modifiée.  La  durée  de  contact  pourrait  alors  être 
raccourcie dans le cas d’un réarrangement de type Vβ2, le nombre de récepteurs impliqués 
pourrait  être  diminué  si  l’affinité  du  TCR  pour  le  CD1d  est  faible  ou  le  signal  lui‐même 












La  tyrosine  kinase  Fyn  est  une  molécule  primordiale  pour  le  développement  des  cellules 
iNKT, puisque ce processus est sévèrement bloqué chez les souris déficientes en Fyn (Eberl 
et al. 1999 ; Gadue et al. 1999). Cependant, l’étude de souris mutantes pour SAP, dans son 
domaine  SH2  et  plus  particulièrement  pour  l’arginine  en  position  78  (SAPR78A),  point  de 
fixation  du  domaine  SH3  de  Fyn,  montre  que  la  maturation  des  cellules  iNKT  n’est  que 
partiellement  bloquée  en  l’absence  de  l’interaction  SAP/Fyn  (Nunez‐Cruz  et  al.  2008).  Ces 
résultats suggèrent que les fonctions de SAP sont en partie indépendantes de Fyn, malgré le 
nombre  réduit  de  cellules  iNKT  chez  les  souris  mutantes  SAPR78A.  Mais  de  manière 
intéressante, la stimulation des cellules iNKT SAPR78A par l’α‐GalCer, in vitro et in vivo, induit 
une réponse similaire aux cellules  iNKT sauvages, en  termes de production d’IL‐4 et d’IFN‐
γ et  d’activation  des  cellules  NK.  Cela  indique  que  l’interaction  SAP/Fyn  n’est  pas 





pourrait  activer  une  autre molécule  et  une  autre  voie  parallèle  à  celle  de  Fyn.  Cette  idée 
amène  une  hypothèse  intéressante  qui  est  que  l’effet  de  SAP  observé  sur  l’acquisition 
fonctionnelle des lymphocytes iNKT17 et iNKT conventionnels pourrait être dû à deux voies 
de  transduction  différentes.  La  première  voie,  découlant  directement  des  résultats  de 
Nunez‐Cruz et  al,  inclut  une  interaction  entre  SAP  et  une  autre  protéine,  et  conduirait  au 
phénotype  conventionnel  producteur  d’IL‐4  et  d’IFN‐γ,  via  l’activation  de  T‐bet  et  Gata‐3 
et/ou  l’inhibition  de  RORγt.  La  deuxième  voie  ferait,  quant  à  elle,  intervenir  l’interaction 
SAP/Fyn et conduirait au phénotype annexe producteur d’IL‐17, via l’activation du facteur de 
transcription RORγt, caractéristique des cellules iNKT17, et/ou via l’inhibition de l’expression 




Figure  18 :  Modèle  d’implication  différentielle  de  Fyn  dans  le  développement  des 
lymphocytes iNKT. Après  l’engagement du TCR et des récepteurs SLAM et/ou Ly108,  le signal est 
transduit  vers  SAP  qui  va  alors  recruter  Fyn,  qui  favoriserait  l’expression  de  RORγt,  et  ainsi  la 









En accord avec cette hypothèse, un  rapport  récent montre que  les  souris déficientes pour 
Fyn ont un défaut de polarisation Th17,  défaut  indépendant des  taux de  cytokines  IL‐6  et 
TGF‐β, et suggère que Fyn est requis pour la maintenance de l’expression de STAT3 lors de la 
différenciation  Th17  (Ueda  et  al.  2012).  De  plus,  le  défaut  de  production  d’IL‐17  par  les 
lymphocytes  T  CD4pos  des  souris  Fyn‐/‐  est  associé  à  un  défaut  de  l’expression  précoce  du 
facteur de transcription RORγt, ce qui favorise la voie de différenciation des lymphocytes T 
régulateurs exprimant Foxp3. Ces données suggèrent que la Src kinase Fyn, en promouvant 
l’expression précoce de RORγt, empêcherait  l’expression d’autres  facteurs de  transcription 
comme Gata‐3 et T‐bet. 
En  reprenant  la  cascade  de  signalisation  induite  par  l’activation  du  TCR  et  la  liaison  des 
récepteurs  SLAM,  on  remarque qu’elle  est  directement  liée  avec  l’activation  de  Fyn  et  du 
facteur de transcription NF‐κB, or il est déjà décrit dans la littérature que les signaux médiés 
par  SAP  coopèrent  avec  ceux  émanant  du  TCR  pour  accentuer  l’activation  de  NF‐κB 
(Cannons  et  al.  2004).  D’autre  part,  un  autre  article  montre  que  le  rôle  de  SAP  dans  le 
développement des lymphocytes iNKT n’est pas médié par l’activation de la voie NF‐κB (Cen 
et al. 2009). Ces données suggèrent que si l’activation de la voie NF‐κB médiée par SAP n’est 




Pourtant,  l’étude des cellules  iNKT chez  les souris Sap‐/‐ Vα14‐Tg montre une accumulation 
des  cellules  iNKT  productrices  d’IL‐17  même  en  absence  de  SAP.  Il  est  suggéré  que  Fyn 
pourrait également jouer un rôle indépendant de SAP dans la signalisation du TCR et lors des 






la  présence  de  SAP  et  du  signal  transduit  par  les  récepteurs  SLAM  (Cen  et  al.  2009).  Ce 





lymphocytes  iNKT  serait  déterminé  vers  la  voie  iNKT17  par  défaut,  avant  la  sélection 
positive,  et  serait détourné vers  la  voie  conventionnelle  en  présence  d’un  signal  fort  émis 
par la voie SLAM/SAP ? Cette hypothèse est à mettre en relation avec l’idée que la décision 
du  lignage  IL‐17  ou  IL‐4/IFN‐γ  est  dépendante  de  l’intensité  du  signal  transmis  par  les 
récepteurs  SLAM.  Ainsi,  un  faible  signal  transmis  par  les  récepteurs  SLAM  associé  à  une 
signalisation  intracellulaire  médiée  par  SAP  et  Fyn  favoriserait  le  maintien  du  phénotype 
fonctionnel  IL‐17,  alors  qu’un  fort  signal  transmis  par  les  récepteurs  SLAM  associé  à  une 
signalisation  intracellulaire médiée  par  SAP  et  un  autre  facteur,  inhiberait  l’expression  du 
facteur de  transcription RORγt et  induirait  l’expression des  facteurs  impliqués dans  la voie 
fonctionnelle IL‐4 / IFN‐γ (Fig. 19). 
 
Nos  résultats découlent d’expériences dans  lesquelles  la protéine SAP est absente. Que se 
passerait‐il  si  l’expression de  SAP était  augmentée ? Notre hypothèse est  que  l’expression 
forcée de SAP entraînerait une diminution du nombre de lymphocytes iNKT producteurs d’IL‐
17  en  faveur  des  lymphocytes  iNKT  conventionnels  producteurs  d’IL‐4  et  d’IFN‐γ.  Pour 
étudier  cette  théorie,  l’équipe  de  Sylvain  Latour  est  en  train  de  développer  des  souris 
transgéniques  pour  SAP,  dont  l’expression  est  alors  fortement  accrue.  Les  résultats 














l’engagement  du  TCR  et  des  récepteurs  SLAM,  le  signal  faible  est  transduit  vers  SAP  qui  va  alors 
recruter  Fyn,  qui  favoriserait  l’expression  de  RORγt,  et  ainsi  la  différenciation  des  précurseurs  des 
cellules  iNKT vers  la voie  iNKT17.  (B) Dans une voie parallèle,  le  signal  transduit par  les  récepteurs 
SLAM vers  SAP est  fort,  SAP  recrute une autre molécule  indéterminée qui  favoriserait  l’expression 



















du TCR et à une stimulation par  la PMA +  ionomycine. De plus,  la stimulation en présence 
d’IL‐23 et d’IL‐1β a permis de montrer deux caractéristiques de cette population, sa capacité 





Le  terme  “naturel”  est  un  terme  controversé  dans  le monde des  lymphocytes  T.  Le  faible 
nombre de publications et la connaissance d’une migration tardive des lymphocytes T vers le 
thymus  une  fois  qu’ils  ont  été  activés  sont  en  défaveur  de  cette  idée.  Cependant,  nos 




cellules  T matures/effectrices  de  la  périphérie  vers  le  thymus.  De  plus,  après  le  transfert 
adoptif de cellules T naïves à des souris RAG‐/‐ Ly5.1pos,  nous n’avons détecté aucune cellule 
T Ly5.1neg au niveau du thymus (données non montrées), ce qui suggère que le phénomène 
de migration de  la périphérie  vers  le  thymus est un phénomène  rare et/ou dépendant de 
conditions très particulières. 






cinétique  d’apparition  des  lymphocytes  Th17  notamment  au  moyen  des  souris 
transgéniques RORγt‐Gfp. Ainsi  il  serait utile d’étudier  la présence des  lymphocytes nTh17 
dans  le  thymus  fœtal, puis durant  les  semaines  suivant  la naissance.  Le  suivi de migration 
des  cellules  vers  la  périphérie  est  également  important,  notamment  dans  les  ganglions 
lymphoïdes,  la rate et  le  foie. L’emploi de souris  transgéniques pour un anticorps anti‐CD4 
(GK), délétant continuellement les lymphocytes T CD4pos dans la périphérie mais n’affectant 
pas  le  thymus,  a  permis  de  caractériser  les  lymphocytes  T  régulateurs  naturels,  cela 











Nos  résultats  montrent  que  le  développement  des  lymphocytes  Th17  induits  et  des 
lymphocytes Th17 naturels ont des similarités puisqu’ils expriment de  la même manière  le 
facteur  de  transcription  RORγt,  indispensable  à  la  production  d’IL‐17,  et  le  marqueur 
d’activation CD44. 
Cependant  nous  avons  également  décrit  des  différences  importantes.  La  première  réside 
dans  le rôle de la flore  intestinale, dont dépendent  les  lymphocytes Th17 induits. Bien que 
nous n’ayons pas observé de cellule T CD4pos productrice d’IL‐17 dans les intestins des souris 
axéniques (Lochner et al. 2011) (données non montrées), le thymus de ces souris a montré 
des  pourcentages  en  cellules  T  CD4pos  CD44hi  RORγtpos  équivalents  à  ceux  des  souris 







de  la  lamina propria  (Ivanov et al. 2006), alors que  les  lymphocytes nTh17 se développent 
normalement  dans  le  thymus  des  souris  déficientes  en  IL‐6  (Cf  Résultats ;  Tanaka  et  al. 
2009).  
Chez  l’Homme,  il  a  été  rapporté que  les  lymphocytes  T naïfs  issus du  sang de  cordon des 
nouveaux‐nés prématurés ou à  terme sont pré‐programmés avec un biais en  faveur d’une 
différenciation de type Th17, puisqu’ils ont des taux d’expression élevés du récepteur de l’IL‐
23  et  du  TGF‐β,  et  des  facteurs  de  transcription  STAT3  et  RORC  (Black  et  al.  2012).  Ces 
résultats  suggèrent  que  la  différenciation des  lymphocytes  Th17 peut  également  être  très 
précoce  chez  l’Homme,  et  que,  sans  être  réellement  des  cellules  T  innées,  ces  cellules 








RORγt  soient  des marqueurs  permettant  la  distinction  des  lymphocytes  Th17 naturels  des 
lymphocytes Th17 induits. PLZF pourrait‐il être impliqué d’une quelconque manière dans le 
développement  de  ces  trois  populations  de  cellules  T  ayant  des  caractéristiques  innées ? 
PLZF a déjà été décrit comme un facteur responsable du développement des propriétés de 
réponse  innée  des  lymphocytes  iNKT  (Savage  et  al.  2008 ;  Kovalovsky  et  al.  2008)  et  des 
lymphocytes Tγδ (Kreslavsky et al. 2009), permettant une production rapide de cytokines et 
une capacité de produire  simultanément des cytokines de  type Th1  (IFN‐γ) et de  type Th2 
(IL‐4). Des propriétés équivalentes du PLZF ont également été décrites sur les cellules T CD4+ 
décrites  comme  naïves,  mais  capables  de  répondre  en  l’absence  d’une  interaction  TCR‐
antigène  (Savage  et  al.  2011).  Il  semble  alors  très  probable  que  PLZF  soit  également 
responsable  des  propriétés  de  réponse  innée  des  lymphocytes  Th17  naturels.  Sans  être 
nécessairement directement impliqué dans la production d’IL‐17 et d’IL‐22 par ces cellules, il 








des  lymphocytes  Th17  induits  (Aggarwal  et  al.  2003 ;  Veldhoen  et  al.  2006 ; McGeachy  et 
Cua.  2008).  Peut‐elle  aussi  avoir  un  rôle  plus  précoce,  c’est‐à‐dire  un  rôle  dans  le 
développement des  lymphocytes Th17 naturels puis dans  la maintenance de  ces  cellules ? 
Les  souris  déficientes  en  IL‐23  présentent  des  lymphocytes  Th17  naturels  au  niveau  du 
thymus, toutefois leur production d’IL‐17 en réponse à une stimulation du TCR est réduite de 
moitié  (Tanaka  et  al.  2009),  suggérant  que  le  rôle  de  l’IL‐23  est  limité  à  la  régulation  des 
propriétés fonctionnelles et non au développement des lymphocytes nTh17. 
Il  est  également  fortement  suggéré  que  les  différentes  populations  T  productrices  d’IL‐17 




facteurs  de  transcription  RelA  et  RelB  (Powolny‐Budnicka  et  al.  2011)  et  les  lymphocytes 
nTh17 ne nécessitent pas d’IL‐6 pour leur développement (Cf Résultats ; Tanaka et al. 2009). 

















Du  fait  de  la  production  rapide  de  cytokines  comme  l’IL‐17  et  l’IL‐22,  les  cellules  nTh17 
peuvent  avoir  un  rôle  de  soutien  pour  le  système  immunitaire  inné,  à  savoir  répondre 
immédiatement aux stimuli  lancés par  les macrophages ou  les cellules dendritiques en cas 
d’infection bactérienne par C. Rodentium ou S. Typhimurium par exemple. Ou encore, elles 
pourraient  avoir  un  rôle  de  préparation  à  la  réponse  immune  adaptative,  c’est‐à‐dire  agir 
comme « éclaireurs » et faciliter la mise en place de la réponse cellulaire T adaptative induite 
par  l’infection.  Ainsi  elles  permettraient  d’apporter  une  fonction  non  redondante  aux 
défenses  de  l’hôte  contre  des  pathogènes.  Cependant,  du  point  de  vue  auto‐immun,  la 
présence  de  deux  types  cellulaires  aux  propriétés  très  proches,  notamment  par  la 
production commune d’IL‐17, pourraient amplifier  les effets délétères. Ainsi,  l’existence de 
lymphocytes  Th17  naturels  chez  les  souris  déficientes  en  IL‐6  pourrait  expliquer  que  la 




naturels,  subséquentes à  l’activation,  toutefois  le  temps de  réponse  très  court  suppose  ici 
une  prolifération  faible  de  ces  cellules.  Un  rapport  a  ainsi  montré  que  l’acquisition  des 
propriétés  effectrices ou mémoires par  les  lymphocytes  T CD4pos  sous  l’influence du PLZF, 





la deuxième  reconnaît  davantage des  antigènes  issus de pathogènes extracellulaires. Ainsi 
les  lymphocytes  Th17  naturels  pourraient  jouer  un  rôle  dans  la  régulation  de  la  protéine 
« thymic stromal lymphopoietin » (TSLP), cytokine apparentée à l’IL‐7 et produite en réponse 
à des facteurs endogènes et/ou environnementaux. TSLP est très fortement exprimée dans 
les  lésions de  la peau de patients atteints de dermatite atopique et  représente un  facteur 
critique à l’interface entre le corps et l’environnement (Takai. 2012). L’équipe de V. Soumelis 







réalité  très  en  amont  la  voie  de  signalisation menant  au développement  des  lymphocytes 
Th2 (Bogiatzi et al. 2012, JACI). Cela expliquerait, au moins en partie, pourquoi  les patients 
atteints de maladie auto‐immune développent moins d’allergie que les individus sains. 
La production d’IL‐17 et d’IL‐22  semble  très  contrôlée dans  le  sens où  l’IL‐17 est  produite 
après une  stimulation  simple du TCR,  alors que  l’IL‐22 nécessite  la présence d’agents pro‐
inflammatoires.  Par  ailleurs,  la  stimulation  avec  du  LPS  des  BMDCs  induit  ensuite  une 
production  massive  d’IL‐22  (environ  25%)  et  d’IL‐17  plus  IL‐22  (environ  25%)  alors  que 
seulement un faible pourcentage produit seulement de l’IL‐17 (moins de 5%). Les conditions 
environnementales sont donc primordiales dans les rôles que peuvent jouer les lymphocytes 
nTh17 au cours de processus  immunitaires.  La  stimulation par des cytokines  IL‐23 et  IL‐1β 
exogènes  sur  ces  cellules  dans  les mêmes  conditions que pour  les  surnageants de BMDCs 
stimulées avec le LPS, a induit une réponse plus faible des lymphocytes nTh17. Cela indique 
que  l’activation  des  nTh17  passe  par  l’IL‐23  et  l’IL‐1β  mais  que  les  produits  des  cellules 
dendritiques  contiennent  d’autres  facteurs  agissant  en  synergie  avec  les  cytokines  pro‐
inflammatoires (notamment l’IFN de type I, l’IFN‐α…) 
Enfin, un récent papier a montré que l’interleukine 22 produite par les LTi RORγtpos CCR6pos 
NKp46neg  pouvait  avoir  un  rôle  de  régénération  des  cellules  épithéliales  thymiques,  en 
promouvant  leur  prolifération  et  leur  survie  en  réponse  à  un  stress  aigü,  comme  une 
irradiation  sublétale  (Dudakov  et  al.  2012).  En  effet,  cette  cytokine montre,  au  niveau  du 
thymus,  les mêmes  propriétés  fonctionnelles  que  dans  les  intestins  où  elle  a  un  rôle  très 
important dans la régénération de la barrière mucosale (Pickert et al. 2009 ; Sugimoto et al. 














Nos  résultats montrent  clairement  l’existence d’une  répartition  tissulaire différentielle des 
cellules  productrices  d’IL‐17  et  d’IL‐22.  En  effet,  les  lymphocytes  Th17  naturels  que  nous 
décrivons ici sont fortement représentés dans les ganglions périphériques, et présents dans 
le thymus et plus  faiblement dans  la rate. De manière  intéressante,  ils sont complètement 
absents  des  intestins,  organes  pourtant  riches  en  lymphocytes  Th17  induits.  Cela  suggère 
fortement l’existence de niches cellulaires. Le développement de ces niches pourrait être dû 
aux productions différentielles d’IL‐17 et d’IL‐22. En effet, les intestins sont très riches en IL‐
17  (Eberl.  2012),  cytokine  pro‐inflammatoire,  alors  que  les  lymphocytes  Th17  naturels 






naturels  seraient  présents  au niveau de  la  peau  (Fig.  20).  Pour  aller  plus  loin,  on pourrait 
également avoir une représentation préférentielle des lymphocytes iTh17 dans la rate alors 
que  les  lymphocytes  nTh17  sont  plus  fréquents  dans  les  ganglions  périphériques.  Il  serait 
réellement  très  intéressant  de  pousser  les  recherches  de  ce  côté‐là,  notamment  sur  les 
zones  soumises  à  des  lésions  récurrentes,  comme  chez  les  patients  atteints  de  psoriasis. 










se  différencient  au  niveau  du  thymus  et  expriment  les  facteurs  de  transcription  RORγt  et  PLZF.  Ils 




En  conclusion,  nos  résultats  nous  ont  permis  de montrer  que  SAP  est  indispensable  pour 
l’acquisition de la capacité de production d’IL‐4, mais n’est pas strictement nécessaire pour 
l’acquisition  des  propriétés  fonctionnelles  des  lymphocytes  iNKT17.  Cela  nous  permet 
d’établir  que  SAP  est  un  point  de  contrôle  obligatoire  déterminant  l’orientation  de  la 




Notre  étude  sur  les  lymphocytes  iNKT17  nous  ont  permis  de  mettre  en  évidence  une 
population  thymique  de  lymphocytes  Th17  naturels  matures.  Ces  lymphocytes  ont  des 
capacités de réponse de type inné, puisqu’ils produisent rapidement et massivement de l’IL‐







Ces  résultats  ouvrent  donc  de  nombreuses  perspectives  de  recherches  fondamentale  et 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































de  répondre  très  rapidement à différents  signaux d’activation, par  la production  rapide et 
massive d’IL‐4,  d’IFN‐γ  et  d’IL‐17. Notre  laboratoire  a mis  en  évidence  l’existence de deux 
sous‐populations de lymphocytes iNKT, iNKT conventionnels et iNKT17, ayant deux voies de 





par  les  lymphocytes  iNKT,  et  dans  la  détermination  des  deux  sous‐populations  de 
lymphocytes iNKT conventionnel ou producteur d’IL‐17. 
Dans  une  première  partie,  nous  avons  utilisé  des  souris  triple  mutantes  Sap‐/‐  Vα14Tg‐
ROR(γt)‐Egfp,  permettant  l’étude  des  sous‐populations  de  lymphocytes  iNKT  malgré  la 
déficience  en  SAP.  Nous  avons  ainsi  montré  que  SAP  est  indispensable  à  l’acquisition 
thymique de la capacité de production d’IL‐4 par les lymphocytes iNKT conventionnels. Chez 
ces  souris  déficientes  en  SAP,  nous  avons  observé  une  augmentation de  la  fréquence des 
lymphocytes  iNKT17 RORγtpos producteurs d’IL‐17, ce qui montre clairement que SAP n’est 
pas  nécessaire  pour  l’acquisition  des  propriétés  fonctionnelles  des  lymphocytes  iNKT17. 




En  parallèle  des  lymphocytes  iNKT17  présents  dans  le  thymus,  nous  avons  également 
analysé  une  autre  population  T  particulière :  des  thymocytes  TCRαβposCD4pos  matures  et 
producteurs  d’IL‐17,  les  lymphocytes  Th17  naturels.  Nous  avons mis  en  évidence  que  ces 
lymphocytes  expriment  le  facteur  de  transcription  RORγt.  Ces  lymphocytes  T 
CD4posCD8negCD44hiRORγtpos  sont  capables de produire  rapidement et massivement de  l’IL‐
17,  mais  requièrent  l’IL‐23  pour  co‐produire  l’IL‐22.  De  plus,  ils  se  distinguent  des 
lymphocytes  Th17  induits,  ou  conventionnels,  par  l’expression  du  facteur  de  transcription 
PLZF  et  par  leur  capacité  à  répondre  très  rapidement  à  des  stimuli  pro‐inflammatoires, 
nommément l’IL‐23 associé à l’IL‐1β et un agoniste TLR4. 
Les  résultats  obtenus  durant  cette  thèse  ouvrent  donc  de  nombreuses  perspectives  de 
recherches fondamentale et thérapeutique, domaine dans lequel l’IL‐17 est devenu une cible 
privilégiée pour le traitement des maladies auto‐immunes.  
 
